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RESUMO

O género Hypostomus Lacépéde, 1803, € composto por peixes de pequeno a
grande porte conhecidos popularmente como cascudos. Possui aproximadamente
110 espécies e € considerado como um dos grupos de peixes neotropicais mais
diversificados. Foram analisados exemplares de Hypostomus cochliodon e
Hypostomus sp. 3-corrego Salobrinha NUP 4247, coletados no rio Salobra e no
cérrego Salobrinha e de Hypostomus sp. 2-rio Perdido UP 4249, coletados no rio
Perdido, Planalto da Bodoquena — MS, Brasil. Existem registros de pelo menos 13
espécies de Loricaridae no Planalto da Bodoquena. Embora a ictiofauna seja
peculiar, com muitas espécies endémicas, ndo ha registros de dados citogenéticos
para peixes da regidao. Em Hypostomus cochliodon o cariétipo de todas as fémeas
apresentou numero dipléide de 64 cromossomos, 16m+19sm+29st-a, com Numero
Fundamental (NF) igual a 99, entretanto, o unico macho analisado, apresentou
2n=64, 16m+20sm+28st-a, com NF=100. Um par de acrocéntricos possui
heteromorfismo de tamanho no macho, mas ndo nas fémeas, o que sugere um
possivel sistema de cromossomos sexuais simples do tipo XX/XY. Todas as fémeas
possuiam um Unico cromossomo ha posicdo 15 e também um cromossomo
acrocéntrico a mais, na posi¢cao 22. O padrao de distribuicdo de heterocromatina
detectado por banda C ¢é diferente entre macho e fémeas. Os acrocéntricos
envolvidos no heteromorfismo de tamanho apresentam um bloco bem evidente de
heterocromatina na regido terminal do brago longo, em ambos os sexos. Nas
fémeas, o acrocéntrico 22 também apresenta um bloco de heterocromatina. A
coloragdo com CMAS3 apresentou o padrao de distribuicdo coincidente com o da
banda C, sendo a heterocromatina constituida de regides GC-ricas. A analise de
mais exemplares machos pode confirmar essa hipétese ou mesmo apontar para um
polimorfismo de heterocromatina. Hypostomus sp. 3- corrego Salobrinha apresentou
dois numeros modais distintos 2n = 82, 6m + 14sm + 62st-a, NF = 102; 2n = 84, 6m
+ 14sm + 64st-a, NF = 104. Esse polimorfismo deve-se a presenca de dois
cromossomos extras nao heterocromaticos. Nao foi possivel definir o numero
diploide em quatro exemplares, sendo as linhagens celulares compostas de 2n=83 e
2n=84 cromossomos em um individuo, e 2n=82, 2n=83 e 2n=84 cromossomos nos
outros. Estes resultados caracterizam a existéncia de um mosaico genético devido a
ocorréncia de um a dois cromossomos extras em Hypostomus sp. 3-corrego
Salobrinha NUP 4247. Hypostomus sp. 2- rio Perdido NUP 4249 apresentou numero
dipléide 2n=84, com caridtipo formado por 6m+16sm+62st-a e NF=106. Tanto em
Hypostomus sp. 3-corrego Salobrinha NUP 4247 quanto em Hypostomus sp. 2-rio
Perdido o bandamento C evidencia um padrédo de distribuicdo da heterocromatina
caracterizado pela presenga de poucas bandas na regido pericentromérica, além da
presenga de um bloco bem evidente em posigao terminal de bragos longos de
alguns cromossomos acrocéntricos pequenos. As marcagdes com CMAS3 coincidem
com o bandamento C nas duas espécies acima citadas. O maior numero dipldide



descrito, até agora, para o género era 2n = 80 cromossomos em Hypostomus sp. E,
porém Hypostomus sp. 3- corrego Salobrinha NUP 4247 apresentou 2n = 82 e
Hypostomus sp. 2-rio Perdido NUP 4249 2n = 84 cromossomos aumentando a
amplitude de variagdo para este género. H. cochliodon e Hypostomus sp. 3-cOrrego
Salobrinha apresentaram varios cromossomos marcados com AgNO3, porém
apenas um par de cromossomos exibiram sitios marcados apés a hibridagao
fluorescente in situ (FISH) com sonda de DNAr 18s. Hypostomus sp. 2-rio Perdido
NUP 4249 apresentou apenas um par de cromossomos marcados por AgNO3,
evidenciando um heteromorfismo de tamanho de RON. A hibridacdo com a mesma
sonda, também revelou apenas um par portador de sitios de rDNA. Nas trés
espécies as bandas fluorescentes apds a coloracdo com CMA3 apresentam padrao
semelhante ao FISH. Os dados citogenéticos caracterizam bem cada espécie
estudada, tanto quanto a macroestrutura quanto na microestrutura cariotipica.

Palavras-chave: Hypostominae. Planalto da Bodoquena. Polimorfismo
cromossémico. Mosaicismo. Fluorocromos. FISH.
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ABSTRACT

The genus Hypostomus Lacépéde, 1803, is composed by fish whose sizes vary from
small to large, popularly known as armored catfish. It has 110 species approximately
and is considered one of the most diversified groups of neotropical fish. Specimen of
Hypostomus cochliodon and Hypostomus sp. 3-cérrego Salobrinha NUP 4247,
collected in the river Salobra and in the stream Salobrinha, as well as of Hypostomus
sp. 2-rio Perdido NUP 4249, collected in the river Perdido, Plateau of Bodoquena,
state of Mato Grosso do Sul, Brazil, were analyzed. There are registrations of at least
13 species of Loricariidae throughout the Plateau of Bodoquena — an area of which,
despite its peculiar ictiofauna, with many endemic species, there are no registrations
of fish cytogenetic data. In Hypostomus cochliodon the karyotype of all the females
presented the diploid number of 64 chromosomes, 16M+19S+29ST-A, with
Fundamental Number (FN) 99, however, the only male analyzed showed 2n=64,
16M+20SM+28ST-A, with FN=100. An acrocentric pair has size heteromorphism in
the male, but not in the females, which suggests a possible system of simple sexual
chromosomes the type of XX/XY. All the females had a unique chromosome in the
position 15 and also one more acrocentric chromosome in the position 22. The
pattern of the distribution of heterochromatin detected in the C-banding is different in
the male and the females. The acrocentrics involved in the size heteromorphism
exhibit a very evident block of heterochromatin in the terminal area of the long arm, in
both sexes. In the females, the acrocentric 22 also shows a heterochromatin block.
The staining with CMAS3 revealed a distribution pattern coinciding with the one of the
C-banding, with CG rich heterochromatin. The analysis of more male specimen may
confirm that hypothesis or even incline to a heterochromatin polimorphism.
Hypostomus sp. 3-coérrego Salobrinha NUP 4247 displayed two different modal
numbers 2n=82 6m+14sm+62st-a and FN=102 and 2n=84 6m+14sm+64st-a,
FN=104. This polymorfism is due to presence of two extra chromosomes. Four
specimen of Hypostomus sp. 3-corrego Salobrinha NUP 4247 did not define the
diploid number, being the cellular lineages composed of 83 and 84 chromosomes in
one individual, and 82, 83 and 84 chromosomes in the other ones, characterizing the
existence of a chromosomic mosaicism due to occurrence of a one or two extra
chromosomes in that species. Hypostomus sp. 2-rio Perdido NUP 4249 presented
diploid number 2n=84, with karyotype formed by 6M+16SM+62ST-A and FN=106. In
both Hypostomus sp.3-cérrego Salobrinha and Hypostomus sp.2-rio Perdido NUP
4249 the C-banding evidences a pattern of distribution of heterochromatin
characterized by the presence of few bandings in the pericentromeric area, besides
the presence of a very evident block in the terminal position of the long arms of some
small acrocentric chromosomes. The stainings with CMA3 coincide with the C-
banding in the two species above mentioned. The largest described diploid number,
for the genus, had been 2n=80 chromosomes in Hypostomus sp. E, however,
Hypostomus sp. 3- cérrego Salobrinha and Hypostomus sp. 2-rio Perdido have



presented 2n=84 chromosomes, increasing the variation range for this genus. H.
cochliodon and Hypostomus sp. 3-corrego Salobrinha NUP 4247 presented multiple
NORs with AgNO3, although only one pair of chromosomes exhibited sites marked
after the hybridization fluorescent in situ with probe of rDNA 18S. Hypostomus sp. 2-
rio Perdido NUP 4149 indicated just a pair of chromosomes marked by the
impregnation with silver nitrate, evidencing a size heteromorphism of NOR. The
hybridization with the same probe, also revealed just a pair with rDNA sites. In the
three species the fluorescent bandings with CMAS display a pattern that is similar to
FISH. The cytogenetic data characterize each studied species properly, as well as
the macrostructure and the karyotypic microstructure.

Keywords: Hypostominae. Plateau of Bodoquena. Chromosomic polimorfism.
Mosaicism. Fluorocromos. FISH
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1 INTRODUGAO

1.1 PLANALTO DA BODOQUENA

O Planalto da Bodoquena, ou Serra da Bodoquena como é
popularmente conhecido, localiza-se nos municipios de Bonito e Bodoquena e em
parte de Jardim e Porto Murtinho em Mato Grosso do Sul. E sustentado por rochas
calcarias muito duras e muito puras, que por n&do apresentarem impurezas como
argilas, ao se dissolverem possibilitam que as aguas permanegam limpidas, sem
turvamento. Os principais rios do Planalto da Bodoquena sao os rios Formoso, da
Prata, Perdido e Salobra. Todos tém suas nascentes localizadas no Macigco Calcario
do rio Perdido ou do rio Salobra (Boggiani, 1999).

Criado por Decretado Presidencial em 21 de setembro e de 2000, o
Parque Nacional da Serra da Bodoquena possui 76.400 hectares e a area ainda
sofre forte pressdo madeireira. A Serra da Bodoquena abriga a maior extensao de
florestas naturais do Estado. Desde a década de 80, dezenas de profissionais,
pesquisadores, conservacionistas e entidades governamentais e nao
governamentais, reivindicam a protecéo especial desta area. O PARNA da Serra da
Bodoquena assegura uma regido de alta biodiversidade de importancia mundial
(SEMA/MS, 2004).

Britski et al. (1999), estimam a ocorréncia de 263 espécies de peixes
para a Bacia do Paraguai, porém, Willink et al. (2000) indicam que, pelo menos 325
espécies podem ser encontradas nesta regido. Levantamentos mais recentes,
entretanto, sugerem que este numero pode superar as 350 espécies. Segundo os
mesmos autores, a ictiofauna da regido do Planalto da Bodoquena como um todo é
muito peculiar, apresentando muitas formas endémicas. Esses autores consideraram
que a diversidade é alta quando comparada com outras areas das cabeceiras nos
entornos da Planicie Pantaneira.

Em geral, as areas das cabeceiras foram pouco inventariadas e
como resultado a ictiofauna € menos conhecida do que a dos canais principais dos

rios (Willink et al., 2000). Os mesmos autores ressaltam que a maior incidéncia de
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espéecies endémicas nestas regides, comparada com a planicie alagada, se deve ao
fato de que ha uma relativa dificuldade de dispersao de uma cabeceira para outra.

As familias de peixes com mais espécies representadas na regido
do Planalto da Bodoquena sao Characidae, Pimelodidae e Loricariidae, tendo esta
ultima, pelo menos 13 espécies registradas.

Embora Willink et al. (2000), relatem a peculiaridade da ictiofauna,
com muitas espécies endémicas, ndo ha registros de dados citogenéticos para
peixes da regido.

Froehlich (informacédo pessoal), coletou no rio Perdido, duas
espécies novas pertencentes aos géneros Astyanax e Oligosarcus, que estdo em
processo de descricao de espécie. Também foram coletadas trés novas espécies de
Hypostomus: Hypostomus sp. 1-rio Perdido, Hypostomus sp. 2-rio Perdido e
Hypostomus sp. 3-coérrego Salobrinha. Os espécimes foram analisados por Claudio
Zawadisk, Nupélia, Universidade Estadual de Maringa, que elaborou uma Chave

provisoria para identificar essas espécies de Hypostumus (Anexo 1).

1.2 CARACTERISTICAS DE LORICARIIDAE

Os Siluriformes compreendem individuos de habitos geralmente
bentbnicos e noturnos, mas muitos s&o ativos durante o dia, principalmente quando
em aguas turvas. (Britski et al., 1999). Os peixes da familia Loricariidae,
popularmente conhecidos como cascudos ou acaris, apresentam habitos tipicamente
bentdnicos. Permanecem junto ao fundo, alimentando-se de detritos organicos,
raspando algas do substrato ou cacgando invertebrados. Apresentam alguns
aspectos morfologicos caracteristicos, como corpo achatado e coberto por 4 ou 5
séries longitudinais de placas o6sseas, boca do tipo sugadora e presenca de
odontdéides (Burgess, 1989).

Loricariidae possui o segundo maior numero de espécies entre os
Teleostei. Foram descritas aproximadamente 600 espécies, pertencente a 70
géneros. Apresentando uma ampla diversidade fenotipica, que muitas vezes dificulta

a sistematica.
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Armbruster (2004), propde algumas alteragdes em Loricariidae:
agrupa Lithogeninae com Astroblepus e ndao com Loricariidae, embora haja dados
morfologicos que parecem sugerir que Litogeninae seja irmao de todos os outros
loricariideos; propde agrupar Ancistrinae em Hypostominae, formando uma nova
subtribo: Ancistini; inclui os géneros Isbrueckerichthys, Kronichthys, Hemipsilichthys
e Pareiorhina, pertencentes a Hypostominae, em Neoplecostominae; informa ainda,
que uma nova subfamilia para Detturus e Upsilodus sera descrita em trabalhos
futuros.

As revisdbes em Loricariidae tém utilizado nao apenas dados
morfolégicos (Armbruster, 2004), mas também moleculares (Montoya-Burgos et al.,
2002, entre outros), sobretudo em Hypostominae.

Hypostominae € uma das subfamilias mais numerosa de
Loricariidae. O género Hypostomus Lacépede, 1803, é composto por peixes de
pequeno a grande porte, com padrao muito variavel de coloragdo, podendo ou nao
apresentar manchas; o abdome pode apresentar desde auséncia de placas a
completamente coberto pelas mesmas, usualmente com placas; a nadadeira caudal
€ bifurcada com o maior I6bulo na parte superior; duas ou trés placas pré dorsais;
cinco fileiras de placas no pedunculo caudal (exceto H. dlouhyil com trés); placas
laterais em quilha ou nado (Armbruster, 2004). Possui aproximadamente 110
espécies e é considerado como um dos grupos de peixes neotropicais mais

diversificados (Montoya-Burgos, 2003).

1.3 CITOGENETICA DE LORICARIIDAE

Embora, Isbrucker (1980 apud Artoni & Bertollo, 2001), considere os
Loricaridae como a segunda maior familia entre os Teleostei, pouco & conhecido
sobre a organizacgao cariotipica deste grupo (Artoni & Bertollo, 2001). Nao havendo
registros citogenéticos para Lithogeninae. Entretanto, alguns estudos relatam
informagdes citogenéticas nas demais sub-familias como Loricariinae: Scavone &
Julio Jr., 1994; Giuliano-Caetano, 1998; Artoni & Bertollo, 2001; Hypoptopomatinae:
Andreata et al., 1992; Andreata et al., 1993; Andreata et al., 1994; Hypostominae:
Artoni et al., 1998; Artoni et al., 1999; Artoni & Bertollo, 1996, 1999, 2001; Lara-
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Kamei & Julio Jr., 2002; Ancistrini: Lara, 1998; Artoni & Bertollo, 2001;
Neoplecostominae: Alves, (2000); Kavalco, et al., (2005).

Apesar do pequeno volume de informagdes comparado com o
numero de espécies ja descritas de Loricariidae, os dados disponiveis demonstram
que este € um grupo de grande interesse para estudos em citogenética, devido tanto
a variagao no numero cromossémico, 2n = 36 em Rineloricaria latirostris (Giuliano-
Caetano, 1998) a 2n = 96 em Upsilodus sp (Kavalco, et al., 2005), quanto a
ocorréncia de varios rearranjos cromossémicos, sugerindo, segundo Artoni &
Bertollo (2001), uma evolugao cariotipica divergente.

A variagdo no numero diploide, acima citada, também ¢&
acompanhada de uma ampla variagdo na formula cariotipica. Em Hypostomus, um
dos géneros mais estudados da familia, Artoni & Bertollo (2001), relatam que
cromossomos do tipo meta e submetacéntricos (M/SM) ocorrem mais
frequentemente em espécies com menor numero dipléide, enquanto subtelo e
acrocéntricos (ST/A) sdo mais abundantes em espécies com numero dipldides
maiores.

Existem na literatura, relatos de cromossomos B em algumas
espécies de Loricariidae: Microlepdogaster leucofrenatus em duas localidades
(Andreata et al., 1993 e Andreata et al. 1994); Loricaria sp. e L. prolixa (Scavone &
Julio Jr., 1994).

Sistemas de cromossomos sexuais também sao descritos: XX/XY
em Pseudotocinclus tietensis (Andreata et al., 1992) e Hypostomus macrops
(Michelle et al., 1977); ZZ/IZW em M. leucofrenatus (Andreata et al., 1993),
Loricariichthys platymetopon (Scavone & Julio Jr., 1995) e Hypostomus sp. G (Artoni
et al., 1998); XX/XY1Y2 em Hartia carvalhoi (Centofante et al., 2006).

Variagdes no numero, localizagdo e tipos de cromossomos
portadores das RONs, também sio relatados para os Loricariidae. Duas espécies de
Ancistrini Pananque cf. nigrolineatus e Hemiancistrus sp., estudadas por Artoni &
Bertollo (2001), mostram apenas um par de cromossomos portador de RONSs,
embora distintos entre ambas. Os mesmos autores, relatam para Hypostominae a
ocorréncia de RONs em apenas um par cromossémico em Hypostomus emarginatus
e Rhinelepsis asperai, e dois pares em Pogonopoma wertheimeri. Artoni & Bertollo
(1996), analisando espécies de Hypostomus, encontraram variagdes quanto ao

nuamero e tamanho das RONs entre homodlogos, apresentando de 2 até 6
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cromossomos portadores de cistrons ribossbmicos. Essa variagcdo também é
observada em outros grupos de peixes, como em Eigenmannia sp (Almeida-Toledo
& Toledo-Filho, 1985), Serrasalmus spilopleura (Galetti Jr. et al., 1985), Astyanax
scabripinnis (Mantovani et al., 2000) e A. altiparanae (Pacheco et al., 2001).

Nos Loricaridae, em geral, a distribuicdo de heterocromatina
constitutiva, obtida a partir de bandamento C, apresenta blocos pequenos ou
moderados, situados na posicdo telomérica e/ou centromérica. Em algumas
espécies, sobretudo de Hypostominae, também podem ser observados blocos
maiores e mais evidentes (Artoni & Bertollo 1996, 2001, Artoni et al. 1999), podendo
se apresentar heteromorficos entre os homoélogos (Artoni & Bertollo 1999) ou ainda
estar associado a sistemas de cromossomos sexuais, no caso descrito por Artoni et
al. (1998), em um sistema do tipo ZZ/ZW em Hypostomus sp., onde o cromossomo Z
possui um bloco mais evidente.

A tabela 1, que apresenta dados cariotipicos de Loricariidae

segundo Artoni & Bertollo (2001) e Kavalco. et al., (2005) com modificagdes.
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Tabela 1 — Dados citogenéticos para Loricariidae. Subfamilia/Espécie, Local de
coleta, numero diploide (2n), cromossomos Extras (Ex) ou Bs,
cromossomos sexuais, formula cromossémica e referéncia (Ref.). M =
metacentrico; SM = submetacentrico; ST = subtelocentrico; A =
acrocentrico; AC = Acre; AM = Amazonas; BA = Bahia; MG = Minas
Gerais; MS = Mato Grosso do Sul; MT = Mato Grosso; PA = Para; PR =
Parana; RJ = Rio de Janeiro; RS = Rio Grande do Sul; SC = Santa

Catarina; SP = Sdo Paulo — Estados Brasileiros; ARG = Argentina.

2n Ex. ou Crom. farmula Ref.
Subfamilia Espécies Local Bs Sexual cromassomica
Hypoptopomatinae
Hisonotus gibbosos Rio Betari (SP) 58 B 1
Microlepidogaster b4 - 14m 28sm 2st 10a 2
depressicauda Rio Santo Inacio (SP)
Microlepidogaster 54 la2 22T 48sm Bst 3
leucofrenatus Rio Pogo Grande (SP)
Microlepidogaster 54 la2 ZZIW 22m 24sm 4st 2a 2
leucofrenatus Rio Marumbi (PR)
Microlepidogaster sp. 1 Rio Alambari (SP) 54 - 30m 20sm 4st 2
Microlepidogaster sp. 2 Carrego Moia (SP) 54 - 22m 28sm 4st 2
Microlepidogaster sp Cérrego Jacutinga (SP) 54 - 4
Microlepidogaster sp Cérrego Quinta (SP) 54 - 5
Otocinclus aff. vestitus Rio Livramento (PA) 72 - 22m 12sm 4st 343 2
Otocinclus affinis Rio Bigua (SP) 54 - 46m Bsm 2
Otocincius affinis Rio Bonito (RJ) 54 - 40m 12sm 2st 2
Pseudocinclus maculicauda Rio Pogo Grande (SP) 54 - 20m 32sm 2st 6
Pseudocinclus tietensis Rio Grande (SP) 54 - XXIXY 26m 20sm Bst 7
Pseudotothiris obtusa Rio ltanhaém (SP) 54 - 26m 18sm 4st 6a 2
Loricariinae
Harttia kronei Rio Betari (SP) 58 - 42m/sm 16stia 8
Harttia loricariformis Cérrego Grande (SP) 52 - 32mism 20st/a 8
Harttia loricariformis Rio Paraitinga (SP) 56 - 16m 22sm 10st 8a 9
Harttia carvaihoi Rio Paraiba do Sul 52 Fémea XXX Y, 18m 18sm Bst Ba 10
53 Macho XX ,Y:  17m 18sm 8st 10a
Loricaria sp. Rio Seclimdas (AM) 62 - 1
Laricaria sp. Rio Parana (PR) 64 Tab 10m 6sm 4st 44a 12
Laricaria sp. Rio Guaiba (RS) 66 - 2m 2st62a 8
Loricaria macradan _ 53 - 18m 2sm 38st/a 13
Loricaria parva — 48 - 14
Laricaria profixa Rio Parana (PR) 62 Tas 20m 4sm 38a 12
Loricariichthys sp Rio Parana (ARG) o4 - bm 26sm 4st 162 15
Loricariichthys platymetopom  Rio Parana (PR) 54 - Z0ZW - 6m20smdst24a 16,17
Rineloncana sp. Rio Betari (SP) 70 - 2m/sm 68st/a 8
Rineloricana kronei Carrego Cavalo (RS) 64 - Bmism 58st/a 8
Rineloricaria kronei Rio ltapocu (SC) 64 - Bm/sm 58st/a 8
Rineloricaria latirostris Rio Passa Cinco (SP) 44 - 12m 4sm 28a 18
44 - 10m 4sm 30a 18
44 - 13m 2sm 29a 18
44 - 13m 4sm 27a 18
44 - 13m 1sm 30a 18
44 - 10m 4sm 30a 18
44 - 10m 3sm 31a 18
46 - 10m 3sm 33a 18

Rineloricana latirostris

Rio Passa Cinco (5P)
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n Ex.ou  Crom. formula Ref.
Subfamilia Espécie Local Bs Sexual  cromossdmica
Rineloricaria latirostris Rio Mogi-Guagu (SP) 3 ; 24mism 12stia 18
3 - 23mfsm 14stia 18
38 - 22mism 16st/a 18
39 - 21mfsm 18stia 18
40 - 20mism 20/st/a 18
Rineloricana latirostris Ribeirdo Trés Bocas (PR) 43 17m/sm 26stia 18
44 - 16mfsm 28stia 18
46 . 14m/sm 32stia 18
47 - 13mfsm 34stia 18
48 - 12mism 36stia 18
Rineloricana fatirostris Rio Passa Cinco (SP) 44 - 16mism 28stia 18
45 - 15mism 30st'a 18
46 - 14mism 32stia 18
47 - 13mfsm 34stia 18
Rineloricaria pentamaculata  Ribeirdo Kelle (PR) % - fmism ddsta 15,19
Sturisoma cf. nigrirostrum Rio Araguaia (MT) 7 . 20m 18sm 36stia 20
Hypostominae
Ancistrus cf. dubius Bacia Rio Paraguai (MT) 4 ZZZW  18m 10sm16sta 21
Ancistrus sp. Rio Parana (PR} 48 - 16m 14sm 12stda 22
Ancistrus sp. Rio Betari (SP) 5 - 32mism 20stia 8
Ancistrus sp. Rio Itapocu (SC) 52 - 28mism 24stia 8
Ancistrus sp. Carrego Sdo Francisco (AC) 3 30mism Bstia 8
Hemiancistrus sp Rio Araguaia (MT) 52 20m 20sm 12sta 20
Hypostomus affinis Cérrego Jacui (SP) 8 - 14m dsm 12st 262 9
Hypostomus albopunctatus  Rio Mogi-Guagu (SP) 7 . 10m 20sm 44stia 23
Hypostomus ancistroides Cérrego Monjolinho (SP) 68 . 16m 18sm 3dstfa 2
Hypostomus aff. auroguttatus  Rio Mogi-Guagu (SP) 76 Bm 30sm 38stia 23
Hypostomus emarginatus Rio Araguaia (MT) 52 - 16m 30sm Est 2
Hypostomus macrops — 68 XXXY  10m 14sm 44st/a 13
Hypostomus paulinus _ 74 10m 20sm 44stfa 13
Hypostomus plecostomus ~~ — o ; J6mism 18st/a 2
Hypostomus regani Rio Mogi-Guagu (SP) 2 10m 20sm 42stia 2
ool e I R
. . 64 macho - Provavel
Hypostomus cochliodon ggﬁoiﬂr?ﬁga[agf”ego KXIXY16m 20sm 28t/ %
B4 fémea - Provavel
XNXY  16m 19sm 27stfa 28
Hypostomus sp. 2-rio Perdido
NUP 4249 Rio Perdido (MS) 84 - 6m 16sm 62st/a 28
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continuacao

n Ex.ou Sex chromossome Ref.
Subfamily Species Sample localily Bs Chrom. formulae
Hypostomus sp. A CérregoRincéo (SP) 0 - 18m Tdsm 3est/a 23
Hypostomus sp. B Rio Mogi-Guagu (SP) 2 - 12m 18sm 42st'a 23
Hypostomus sp. B Rio Megi-Guagu (SP) 2 - 13m 18sm 41sta &
Hypostomus sp. D1 Rio Megi-Guagu (SP) 2 - 10m 26sm 36st/a 23
Hypostomus sp. D2 Rio Megi-Guagu (SP) 2 - 14m 20sm 33st/a 23
Hypostomus sp. E Rio Mogi-Guagu (SP) 80 - 8m 16sm 56stia 23
Hypostomus sp. F Rio Sio Francisco (MG) 76 - 10m 16sm 50st'a 2
Hypostomus sp. F Rio S0 Francisco (MG) 75 - 10m 17sm 48st/a 25
Hypostomus sp. G Rio Araguaia (MT) 64 - ZIZW - 14m 24sm 26stia 26
Hypostomus sp. G Rio Araguaia (MT) B4 - ZZZW - 15m 24sm Z5stia
Hypostomus sp .1 Cérrego Quinta (SP) B4 24
Hypostomus sp .2 Cérrego Alambar (SP) 2 5
Hypostomus sp. 3 Rio Paranapanema (SP) & 5
Hypostomus sp. 4 Carrego Horteld (SP) 66 5
Magalancistrus aculzatus Rio Parana (PR) - 25m 26sm -
Rhnielepsis aspera Rio Parana (PR) 52 5
Panague ¢f. nigrolineatus Rio Araguaia (MT) 52 26m 20sm Gstia 20
Fogonopoma wertheimeri Rio Macuri (BA) 24 20m 28sm st 20
Fterygoplichthys multiradiatus  Rio Solimdes (AM) 52 20m 3csm 4st 20
Pterygoplichthys anisitsi Rio Preto (SP) 76 5
Pterygoplichthy ssp Rio Tieté (SP) 52 - 16m 24sm 8st4a 2
Upsilodus sp. Rio Paraitinga (SP) % - 16m 8sm 72a 9
Neoplecostominae
Neoplecostomus microps Cérrego Grande (SP) %4 - 42mism 12st/a
Neoplecostomus microps Pindamonhangaba 1

Cérrego Grande (SP) 54 - 42mism 12st/a

Neoplecostomus microps Campos do Jorddo 8
Neoplecostomus microps Rio Paraitinga (SP) 54 - 24m 20sm 10st 9
Neoplecostomus paranensis  Cérrego Horteld (SP) 54 - 36m/sm 18st/a 8
Isbrueckerichthys alipionis Rio Betari (SP) 54 38mism 16st/a 8
Kronichthys heylandi Rio Betari (SP) 24 S0m/sm dst/a 8
Hemipsilichthys splendens Rio Sdo Jodo (SC) 54 S0mvsm 4st/a 8
Hemipsilichthys steindachner  Cérrego Cavalo (SC) 54 40mism 14stia §
Pareiorhina rudolphi Cérrego Grande (SP) o4 48m/sm bst/a 8

Referéncias: 1 — Andreata et al. (2000) in Kavalco et al. (2005); 2 — Andreata et al.
(1994); 3 — Andreata et al. (1993); 4 — Carvalho et al. (1998); 5 — Fenerich (1998) in
Kavalco et al. (2005); 6 — Andreata (1991) in Kavalco et al. (2005); 7 — Andreata et
al. (1992); 8 — Alves (2000); 9 — Kavalco et al. (2005); 10 — Centofante et al. (2006);
11 — Della-Rosa et al. (1980) in Artoni & Bertollo (2001);

12 — Scavone & Julio Jr (1994); 13 — Michelle et al. (1977); 14 — Gyldenholm &
Scheel (1971) in Kavalco et al. (2005); 15 — Fenocchio (1993); 16 — Scavone (1993);
17 — Scavone & Julio Jr (1995);

18 — Giuliano-Caetano (1998); 19 — Giuliano-Caetano et al. (1999); 20 — Artoni &
Bertollo (2001); 21 - Mariotto et al.(2004); 22 — Artoni (1996); 23 — Artoni & Bertollo
(1996); 24 — Muramoto et al. (1968) in Artoni & Bertollo (2001); 25 — Artoni & Bertollo
(1999); 26 — Artoni et al.,1998; 27 — Artoni et al. (1999); 28 — Presente estudo.
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1.4 POLIMORFISMOS CROMOSSOMICOS

Variagado cromossOmica ou cariotipica pode ocorrer entre diferentes
células da mesma populagcdo ou entre populagdes diferentes da mesma espécie.
Essa variagao podera ser ou ndo geneticamente programada. No homem o numero
cromossOmico varia de 23, nos gametas, para 46 na maioria das células somaticas e
92, 184 ou mais nos hepatdcitos e esta variagédo faz parte da programacéo genética
da espécie (Guerra, 1988).

As variagbes nao programadas sao decorrentes de alteragcdes
cromossOmicas causadas por agentes mutagénicos ou desequilibrio na fisiologia
normal da célula, como erro meidtico ou mitético, tumores e infecgdes, entre outros.
Essas variagbes podem ser associadas a alteragdes no numero ou na estruturas dos
Cromossomos.

As alteragdes numéricas podem ocorrer por haploidias, poliploidias,
aneuploidias, agmatoploidias e cromossomos B. Sdo mais facilmente detectadas e
tem efeito mais drastico para o individuo e para a evolugao da espécie.

Quanto as alteragbes estruturais, podem ocorrer por delegdes,
duplicagdes, inversdes pericéntricas ou paracéntricas, transposicdes, fissdofusao
céntricas, translocacdes simples e reciprocas e isocromossomos. Podem afetar a
morfologia e mudar a posicdo de certos marcadores cromossOmicos como o
centrbmero, a constricdo secundaria, diversos tipos de bandas. Sdo geralmente
melhor toleradas pelo organismo do que as numéricas.

Quando o segmento cromossOGmico envolvido em uma alteragao
estrutural é relativamente grande, esta pode ser visualizada em microscépio 6ptico,
em cromossomos gigantes pelas alteragées no padrao das faixas dos politénicos ou
nas algas dos plumosos; em cromossomos metafasicos mitoticos pela quantidade,
tamanho, posicdo do centrbmero e tamanho e posicdo das bandas; em
cromossomos meidticos principalmente na profase |, observando o pareamento dos
homodlogos.

Em relacdo ao cari6tipo normal, as variagdes cromossémicas podem
ser vantajosas, desvantajosas ou neutras. As alteragbes desvantajosas sé&o
rapidamente eliminadas das populagbes e nao tem significado evolutivo. Porém

quando as alteracbes neutras ou vantajosas s&o transmitidas aos descendentes,
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contribuem para a variagdo cariotipica das espécies, denominada polimorfismo
cromossomico.

Ainda segundo Guerra (1988), por polimorfismo cromossémico
entendese a existéncia de duas ou mais formas diferentes para o mesmo
cromossomo. White (1973), relata que ¢é possivel encontrar polimorfismo
cromossOmico em quase todas as populagdes naturais.

Dentre os rearranjos cromossdmicos as fusdes-fissbes céntrica e as
inversdes tém desempenhado importante papel na evolugao de diversos grupos.

No caso da fusdo céntrica, dois cromossomos de um brago podem
se reunir no centrdbmero, originando um cromossomo de dois bragos, inversamente,
na fissdo céntrica um cromossomo de dois bragos pode originar outros dois com um
unico brago, por segmentacdo no centrébmero. Esses rearranjos modificam a
morfologia além de aumentar ou diminuir o niumero cromossémico ao longo do
processo evolutivo. Esses tipos de rearranjos sao conhecidos como “robertsonianos”
em homenagem a W.R.B. Robertson, que evidenciou pela primeira vez casos de
fusdes céntricas, em 1916. A fusdo céntrica também é considerada um tipo especial
de translocacgao, e geralmente € chamada de translocagao robertsoniana.

Quanto as inversdes, elas podem ser classificadas em dois tipos: a)
inversdes simples: quando envolvem segmentos do mesmo brago, sem ter relagao
com o centrbmero sao chamadas de paracéntricas e quando o centrbmero esta
incluido no segmento invertido sdo chamadas de pericéntricas; b) inversdes
complexas: quando se invertem simultaneamente varios segmentos de um mesmo
Cromossomo.

As inversdes pericéntrica sdo mais facilmente detectaveis, porque
estdo relacionadas a mudanca do tipo cromossdmico, geralmente sem que haja
alteragao do numero dipldéide, mas envolvendo, quase sempre, alteragcédo no Numero
Fundamental (NF).

Segundo Guerra (1988), do ponto de vista genético as inversdes tém
como consequéncia a restricdo ou mesmo o total bloqueio da recombinagédo génica
na regiao invertida.

O polimorfismo cromossémico pode ter ao menos 3 efeitos
importantes: a) alterar o conjunto génico em expressado no organismo, devido ao
efeito de posigao; b) alterar a freqiéncia de recombinag¢ao génica, formando novos

grupos de ligagcado ou bloqueando a recombinagao génica e c) reduzir, ou impedir, 0
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fluxo génico dentro de uma populacao, podendo promover o isolamento reprodutivo,
transformando uma populagdo em subpopulagdes, e contribuindo para o processo
de especiacgao. Além disso o tamanho da populacédo é um fator importante quanto a
manutengdo ou ndo de um rearranjo. Normalmente em popula¢des grandes espera-
se que o comportamento das mudangas cromossdmicas seja influenciado
predominantemente pela selegcdo, embora mecanismos de compensagao e acumulo
possam interferir, por outro lado nas populacbes pequenas, as mudangas
cromossOmicas podem ser eliminadas ao acaso ou fixadas, como efeito da

consanguinidade ou deriva genética (Guerra, 1988).

1.5 OBJETIVOS

O presente trabalho tem como objetivo geral caracterizar espécies
de peixes da familia Loricariidae do Planalto da Bodoquena, MS, contribuindo para a

ampliagdo do conhecimento da citogenética de Loricariidae.

1.5.1 Objetivos especificos

A. Descrever cromossomicamente espécies de Loricariidae coletadas
em pequenos riachos das regides das bacias dos rios Salobra e
Perdido, no Planalto da Bodoquena - MS;

B. Determinar o padrdao de distribuicdo de heterocromatina nos
individuos de cada espécie.

C. Determinar os cromossomos portadores das Regides
Organizadoras de Nucléolos (RONSs).

D. Determinar as regides ricas em G-C, marcadas por Cromomiciona
A3, fluorocromo G-C especifico.

E. Determinar as regides ricas em A-T, marcadas por DAPI,

fluorocromo AT especifico.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 LOCAIS DE COLETA

As coletas foram realizadas em rios e coérregos do Planalto da
Bodoquena, Mato Grosso do Sul, Brasil (Figura 1a e b).

O corrego Salobrinha (Figura 1 b) nasce proximo a borda do planalto
que delimita a planicie do Pantanal, a pouco mais de 600 m de altitude. Corre para
leste por cerca de 22 km, atravessando a morraria de calcarios na area do Parque
Nacional da Serra da Bodoquena, e desagua no rio Salobra, a cerca de 150 m de
altitude. Na sua maior parte, o riacho corre encaixado dentro de um vale estreito e
profundo, com relevo acidentado, e estda bem preservado. A agua apresenta-se
muito clara, turvando-se apenas quando chuvas muito fortes causam enxurradas,
durante as quais o nivel do riacho pode subir mais de dois metros. Por situar-se em
regiao de relevo carstico, alguns trechos do cérrego sao intermitentes, correndo em
dutos subterrdneos na maior parte do ano (Froehlich, 2003). A vegetacéo regional é
uma mata semidecidua que chega praticamente até as margens do rio, com
espécies tipicas de mata de galeria ocorrendo junto as margens (Damasceno Jr. et
al., 2000).

Os pontos de coleta no corrego Salobrinha (Figura 1 b1) de
Hypostomus cochliodon estédo situados na area de uma fazenda. O fundo é de areia
e cascalho, com largura de aproximadamente 8 m e profundidade até 0,7 m. Da
vegetacdo marginal s6 sobrou uma faixa estreita, nas barrancas do rio, com
remanescentes da mata ciliar e bastante bambu. Além disso, pasto. Alguns
Hypostomus sp. 3-corrego Salobrinha NUP 4247 foram coletados em pogdes com
fundo de pedras.

O rio Salobra (Figura 1 b2 e 2 a) nasce a cerca de 650 m de altitude,
atravessa o Parque Nacional da Serra da Bodoquena e desagua no rio Miranda,
préximo a cidade de Miranda, a cerca de 120 m de altitude, apds percorrer cerca de
170 km. Por cerca de metade do curso corta as morrarias de calcario e apresenta
um vale fundo, substrato pedregoso com acumulo de areia em pocdes € uma

sucessao de corredeiras, pequenas quedas e pog¢des. Na metade inferior do curso, o
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rio Salobra apresenta-se meandrante, com uma planicie de inundagao que vai se
alargando em diregao a foz. Dentro do PARNA, as margens apresentam matas
preservadas, fora dele a mata marginal encontra-se muito degradada, tendo sobrado
apenas faixas estreitas de mata marginal, em grande parte substituida por pastos,
culturas e bambuzais, havendo matas mais preservadas apenas onde corre junto a
penhascos no assentamento Canaa (Otavio Froehlich, informacao pessoal).

No local onde foram coletados Hypostomus sp. 3-corrego Salobrinha
MUP 4247 e H. cochliodon, no trecho em que corta o assentamento Canaa, a
largura do rio Salobra (Figura 1 b2) é de cerca de 15 m, profundidade até 2,5 m,
fundo de areia, pedras e cascalho. Vegetagcao marginal — margem esquerda so o
que sobrou na barranca, arvores, arbustos e bastante bambu, depois pasto. Na
margem direita um pouco melhor porque o rio corre junto a pareddes verticais de até
150 m de altura. Mas também alterado e com bastante bambu.

O rio Perdido (Figura 1 b 3 e 2 a) nasce a cerca de 560 m de
altitude, corre por cerca de 320 km e desagua no rio Apa, a menos de 100m de
altitude. Nos primeiros quase 20 km, corre em terreno plano e € margeado por
extensos banhados. A agua é muito clara e o substrato é composto por rochas, com
acumulo de sedimentos finos em areas mais fundas. Apds esse trecho, desaparece
num sumidouro e vai reaparecer aproximadamente a 2 km depois. Nos préximos 50
km, dentro do PARNA da Serra da Bodoquena, o rio corre encaixado entre dobras
abertas da faixa de dobramentos do Paraguai, apresentando uma sucessao de tufas
calcarias que formam quedas e separam trechos fundos e de correnteza fraca. Aqui
as aguas séo limpidas, mas a transparéncia diminui, pois a correnteza muito fraca
permite o desenvolvimento de plancton. Apds esse trecho, passa por um desnivel de
mais de 90 m e vai se tornando mais meandrante até encontrar o Apa, com uma
planicie de inundagédo aparecendo no baixo curso. No trecho a jusante do PARNA,
ocorreu extensivo processo de assoreamento devido a pastagens mal construidas.
Dentro do PARNA, apresenta um trecho onde o vale é estreito e as margens sao
cobertas por matas ainda bastante preservadas e outro, onde o vale é mais largo e
plano, onde ha extensos bambuzais e pastagens (Otavio Froehlich, informagao
pessoal).

Onde foram coletados (Figura 1 b3) Hypostomus sp. 2-rio Perdido
NUP 4249 o trecho é calmo, com cerca de 10 m de largura e profundidade entre 5 e

11,7 m. Aqui o rio é represado por uma tufa situada cerca de 300 m a jusante da
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ponte, onde ha cachoeira com pouco fluxo, podendo ser comparado com o lago de
uma represa. Margens verticais, com barranco de aproximadamente 3 m e descendo
quase verticalmente até o fundo. Agua clara, visibilidade de aproximadamente 6 m.
Fundo siltoso, com muito acumulo de paus caidos da mata marginal. Vegetagao
marginal € mata ainda em bom estado de preservagdo, apesar exploracédo de
madeira ter acontecido pelo menos nos ultimos 40 anos. Presenca de Tilapia
rendalli, aparentemente introduzida ha bastante tempo (informagdes locais). O
trecho é peculiar devido a sua fisionomia e por apresentar poucas espécies (apenas
nove espécies), mas também porque destas, quatro ndo foram coletadas em
nenhum outro local do planalto da Bodoquena, todas novas para a ciéncia.
Encontra-se dentro da Unidade de Conservagao.

Com excecgao do rio Perdido, todos os outros rios do Planalto da
Bodoquena correm em diregdo ao rio Miranda, ao Norte. Porém o rio Perdido é o
unico que corre para o Sul e desagua no rio Apa, formando assim um sistema

particular na hidrografia da regido.
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Figura 1 — Localizagdo da area de estudo no mapa do Brasil (a) e Localizagdo dos
pontos de coleta: corrego Salobrinha (b1), rio Salobra (b2) e rio Perdido

(b3).



Figura 2 — a — rio Salobra e b — rio Perdido (Boggiani, 1999).
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2.2 ESPECIES ESTUDADAS

No cérrego Salobrinha e no rio Salobra foram coletados 13
exemplares de H. cochliodon Kner, 1854, um macho, sete fémeas e cinco individuos
jovens (Figura 3 a), 14 exemplares de Hypostomus sp. 3-corrego Salobrinha NUP
4247, sendo quatro machos, quatro fémeas e seis individuos jovens (Figura 3c).

No rio Perdido foram coletados cinco exemplares de Hypostomus sp.

2- rio Perdido NUP 4249, quatro machos e uma fémea (Figura 3b).

Figura 3 — Exemplares de Hypostomus cochliodon (a), Hypostomus sp. 2-rio Perdido
NUP 4249 (b) e Hypostomus sp. 3-corrego Salobrinha NUP 4247 (c).



2.3 Captura

Os peixes foram capturados com rede de arrasto, peneira, tarrafa, puca
ou rede de espera. Os animais foram acondicionados em recipientes
apropriados e transportados até o Laboratério de Zoologia, do Departamento
de Biologia, da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul - UFMS, em
Campo Grande, onde foram mantidos em aquarios. Apds a obtencdo de
suspensao de ceélulas renais, os peixes foram fixados e depositados nag

Colegéo Zoologica de Referéncia da UFMS.

2.4 Obtencao de Cromossomos Mitéticos e Técnicas Utilizadas

Os exemplares foram anestesiados com solugéo de Benzocaina a 10%,
sacrificados e procedida a verificagdo das goénadas e quando possivel, a

determinac@o do sexo. Foram seguidos os procedimentos descritos a seguir.

Para obtencdo de cromossomos metafasicos mitoticos foram utilizadas
células de rim, de acordo com a, descrita por Bertollo ef al., (1978) e pela

técnica alternativa descrita por Moreira Filho & Bertollo (1990).

2.4.1 Técnica convencional

1. Injetar intra-abdominalmente, entre as nadadeiras peitorais e ventrais,
solugéo aquosa de colchicina (0,0125%) na proporcéo de 1ml/100g de peso

do animal.

2. Deixar o peixe em aquario bem aerado, por um certo periodo de tempo (20
minutos a 1 hora), sacrificar em seguida o animal e retirar o rim (anterior
efou posterior) ou, no caso de animais muito pequenos, retirar todo o

conjunto de orgéos, exceto vesicula biliar, sob estereomicroscopio.

3. Lavar rapidamente o material retirado em solug&o hipotdnica de KCl a 0,075
M e trasferi-lo para pequenas cubas de vidro contendo solugcéo hipotdnica

(cerca de 5 ml).

4. Dissociar bem o material, com pingas de disseccdo e uma seringa
desprovida de agulha, aspirando e expirando suavemente para facilitar a

separagao das células e para obter uma suspens&o celular homogénea.
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10.

1.

12.

13.

14

Colocar a suspensé&o obtida em estufa a 36-37° C, durante cerca de vinte e

cinco - trinta minutos.

. Ressuspender o material com bastante cuidado, com auxilio de uma pipeta

Pasteur, e transferir a suspensdc obtida para um tubo de centrifuga.

Pedacos de tecido ainda nao desfeitos devem ser descartados.

Acrescentar algumas gotas de fixador (alcool metilico 3 : acido acético 1),
recém-preparado, ressuspender o material e centrifugar por 10 minutos, a

900 rpm, descartando o sobrenadante com uma pipeta Pasteur.

. Adicionar, vagarosamente, 5-7 ml de fixador recém-preparado, deixando

escorrer atraves das paredes do tubo de centrifuga.

Ressuspender o material cuidadosamente, com auxilio de uma pipeta

Pasteur.

Repetir os itens 8 e 9 por duas vezes. Apds a Ultima centrifugacéo e
eliminagéo do sobrenadante, adicionar cerca de 1 mi de fixador,
dependendo da quantidade de material sedimentado, e ressuspender bem
o material. Este podera ser entdo guardado em freezer, acondicionado em
pequenos frascos tipo Eppendorff, ou trabalhado conforme os seguintes

passos:

Pingar 3-4 gotas da suspens&o obtida sobre diferentes regifes de uma
l&mina bem limpa e seca que deve estar sobre uma placa aquecida a 38-
39° C ou sobre uma lamina que deve ter sido mergulhada em agua
fervendo, formando assim uma camada fina de dgua sobre esta, ou ainda
sobre uma lamina colocada sobre um suporte no interior de um banho-
maria a 60° C.

Deixar secar ao ar.

Corar com solugéo de Giemsa diluida a 5% em tampéo fosfato (pH=6,8)

durante 7-8 minutos.

. Lavar a lamina com agua destilada ou égua corrente e deixar secar ao ar.
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2.4.2 Técnica alternativa para Preparagdes CromossOémicas em Peixes
(KCI)

1. Sacrificar o animal e retirar o rim anterior.

2. Colocar o material, previamente lavado em soluc&o hipotdnica, em uma cuba

de vidro contendo 7-10 ml de solug&o hipotdnica de KCI 0,075 M.

3. Dissociar o material com pingas de dissecgéo para separar as células,

completando o processo com o auxilio de uma seringa hipodérmica.

4. Incubar o material em estufa a 37° C. Apés passar 10 minutos, pingar 1-2
gotas de solug&o aquosa de colchicina 0,0125%. Deixar na estufa por mais
15-20 minutos e pingar 5-10 gotas de fixador recém-preparado (alcool
metilico 3 : acido acético 1), ressuspendendo o material. Centrifugar durante

10 minutos a 900 rpm.

5. Retirar o sobrenadante com auxilio de uma pipeta Pasteur e proceder a

fixag&o segundo a técnica de “air-drying”, Bertolo ef al. 1978.

2.4.3 Confeccédo de laminas, analises e montagem de cariétipo.

As laminas foram coradas com Giemsa, e 0s cromossomos metafésicos
contados para determinac&o do numero diploide (2n). As melhores metéfases
foram fotografadas para montagem do cariétipo e o0s cromossomos
classificados segundo Levan et al. (1964), com algumas modificagées. Os
cromossomos foram dispostos em trés grupos: Metacéntricos (m),
Submetacéntricos (sm) e Subtelocéntricos-Acrocéntricos (st-a). Para o calculo
do numero fundamental ou nimero de bracos (NF), os cromossomos meta e
submetacéntricos foram considerados portadores de dois bragos, enquantoc os

subtelo-acrocéntricos portadores de um Unico braco.
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2.4.4 Banda C

Para determinagdo do padrdo de distribuicdo da heterocromatina
constitutiva foi utilizada a técnica de bandamento C, descrita por Sumner,
(1972).

1. Tratar o material preparado, segundo a técnica descrita para cromossomos

mitoticos, com HCI 0,2 N & temperatura ambiente durante 15 minutos.
2. Lavar a lamina em agua corrente e deixar secar ao ar.
3. Colocar a lamina em sclucéo salina 2xSSC, a 60°C, por 15 minutos.
4. Lavar a ldamina em agua corrente e deixar secar ao ar.

5. Colocar a lamina em solugédo aquosa de hidréxido de bario (Ba(OH)28H.0)
5%, recém-preparada e filtrada, a 42° C, durante 1 a 2.5 minutos.

6. Para interromper a ag&o da solugdo de hidroxido de bario, submergir
rapidamente a lamina em solucéo de HCI 0,2 N, lavar em &gua comrente e

deixar secar ao ar.
7. Colocar a lamina em solugéo salina 2xSSC a 60° C durante 45 minutos.
8. Lavar a lamina em agua corrente e secar ao ar.

9. Corar com solugéo de Giemsa diluida a 2% em tampZo fosfato (pH=6,8),
durante 15 minutos.

2.4.5 AgNO,

A detecgdo dos cromossomos portadores das RONSs (Regides
Organizadoras de Nucléolos), foi feita pela impregnacdo por nitrato de prata
(Howell & Black, 1980).

1. Pingar sobre uma lamina, preparada conforme a técnica adotada para

cromossomos mitdticos, 1 gota de solugdo aquosa de gelatina a 2%



{(acrescida de acido férmico na propor¢do de 1 ml para cada 100 ml de
solugdo) mantida em frasco escuro e em geladeira. Pode-se utilizar gelatina

comercial sem sabor e incolor.

. Adicionar, sobre a gota anterior, 1 gota de agua destilada e 2 gotas de
solug&o aquosa de nitrato de prata a 50% mantida em frasco escuro e em

geladeira. Misturar bem e cobrir com uma laminula.

Incubar em estufa a 60° C, sobre um suporte, por um periodo de
aproximadamente 3 minutos, dependendo de um monitoramento da

colorac@o da lIamina e dos cromossomos ao microscopio.

. ApGs o tempo apropriado, quando 0s cromossomos assumirem uma
tonalidade amarelada e as RONs e os nucléolos uma coloragéo preta ou
marrom, lavar em agua deionizada, possibilitando que a laminula seja
retirada pela propria agua. Pode-se corar com Giemsa a 5% diluido em
tamp&o fosfato (pH=6,8), durante 20 a 30 segundos, e lavar em agua

corrente.

2.4.6 CMA; / DAPI

Para coloragdo com Cromomicina As / DAPI, Christian ef al. 1998, com

modificacdes.

1. Desnaturar as laminas em solugdo de formaminda 70% / 2xSSC por 2

minutos em banho-maria a 70°C.

2. Coloccar as laminas em solugéo de 2xSSC a temperatura ambiente, no
maximo a 40°C, por 2 minutos.

3. Repetir o passo anterior com oura solugdo de 2xSSC por 2 minutos.

4. Passar as laminas por uma bateria de etanol:

- Etanol 70% rapidamente:;
- Etanol 70% por 2 minutos;

- Etanol 90% por 1 minuto:
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- Etanol 100% por 1 minuto.
Durante esses passos ndo pode deixar as |dminas secarem.

5. Secar bem as laminas apds o etanol 100% e colocar 40ul de CMAs, cobrir

com laminula e deixar 30 minutos a 4°C (geladeira) no escuro.

6. Colocar as laminas em solugédo de PBS 1x por 2 minutos, retirar

cuidadosamente as laminulas. Repetir por mais 2 vezes o banho em PBS 1x.

7. Retirar as laminas da cubeta e com elas ainda molhadas corar com DAPI
(com antifading), cerca de 40 a 50 pl, cobrir com laminula de vidro e visualizar

em microscopio de fluorescéncia.

8. Armazenar as laminas no escuro em geladeira.

2.4.7 FISH

Para Hibridacao fluorescente “in sifu” seguiu-se o protocolo de Heslop-
Harisson ef al. (1991) e Cuadrado e Jouve (1994) com algumas modificagdes.
Foi utilizada a sonda 18S de Oriochromis niloticus, cedida por César Martins do
Laboratdrio de Genética e Citogenética da UNESP-Botucatu/SP. A sonda foi
marcada com biotina-14-dATP por nick translation.

12 Etapa: Tratamento das laminas e hibridacao in situ

1. Colocar 50 yL de RNAse em cada IBmina, caobrir com laminula plastica e

levar para a estufa 37°C por 1 hora.

2. Lavar as laminas em 2xSSC por 10 minutos & temperatura ambiente no

agitador.

3. Descartar o 2xSSC na pia e, na mesma cubeta colocar o paraformaldeido

4% a temperatura ambiente, por 10 minutos no agitador.

4. Descartar o paraformaldeido no vidro de descarte apropriado e colocar

novamente 2xSSC, por 10 minutos, no agitador.
5. Descartar 0 2xSSC e colocar élcool etilico 70% por 5 minutos, no agitador.

6. Descartar o alcool 70% e colocar 100% por 5 minutos, ndo precisa agitar.
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7. Descartar o alcool 100% e deixar as laminas secando por 1 a 3 horas.

8. Neste intervalo preparar a mistura de hibridagdo por lamina:15 L de
formamida 100% + 6 uL de dextran 50% + 3 pL de 20xSSC + 1 puL de DNA
de bloqueio + 1 pL de SDS 10% + ati 5 yL da sonda).

9. Denaturar a mistura de hibridagéo (HIS) a 70°C por 10 minutos em banho-

maria.

10. Incubar no gelo pelo menos 5 minutos e no maximo 2 horas.

11. Colocar 30 uL da HIS por IBmina e cobrir com laminulas de plastico e levar
ao termociclador: 20°C por 10 minutos; 48°C por 10 minutos; 38°C por 5
minutos e 37°C ate infinito.

12. Colocar as laminas na camara umida a 37°C durante a noite.

13. Colocar as solugdes de 2xSSC, 0,1xSSC e 4xSSC 0,2% Tween no banho-
maria durante a noite.

2° Etapa: Banhos pds-hibridacao

e Sonda de DNAr 18S

1.

Tirar as laminas da estufa, deixando a cdmara Umida 18, e fazer os banhos

pés-hibridacéo.

. Lavar em 2xSSC a 42°C por 5 minutos no agitador.

. Descartar o 2xSSC na pia e na mesma cubeta colocar formamida 20% a

42°C, por 10 minutos, no agitador.

. Descartar a formamida em vidro apropriado e colocar na mesma cubeta

0,1xSSC a 42°C por 5 minutos, no agitador.

. Descartar 0 0,1x8SC na pia e na mesma cubeta colocar o0 2xSSC a 42°C por

5 minutos, no agitador.

. Descartar o 2xSSC na pia e colocar o 4xSSC 0,2% Tween a 42°C por 5

minutos, no agitador.

. Descartar 0 4xSSC 0,2% Tween na pia e colocar o 4xSSC 0,2% Tween por

5 minutos no agitador a temperatura ambiente.

39



e Sonda de DNAr 53

1. Tirar as laminas da estufa, deixando a camara Umida 14, e fazer os banhos

pos-hibridagéo.
2. Lavar em 6xSSC a temperatura ambiente por 10 (15) minutos no agitador.

3. Descartar o 6xSSC na pia e na mesma cubeta colocar 6xSSC a temperatura

ambiente por 10 (15) minutos no agitador.

4. Descartar a solugdo de 6xSSC na pia e colocar na mesma cubeta 6xSSC a

42°C por 3 minutos, sem agitar.

5. Descartar o 6xSSC na pia e na mesma cubeta colocar 0 4xSSC/Tween a

temperatura ambiente por 5 minutos, no agitador (optativo).
32 Etapa: Deteccgédo da hibridagdo

1. Retirar a lamina e bater cuidadosamente no papel de filtro, e com elas ainda
molhadas pegar 50 pde BSA 5% por 5 minutos, e cobrir com lamvnulas de

plastico.

2. Retirar a laminula sacolejando a lamina para baixo, se necessario pode

ajudar com a pinga.

3. Colocar a solugdo de detecgéo (avidina-FITC/BSA 5%), cobrir com laminula

plastica e incubar a 37°C por 1 hora em camar Umida, no escuro.

4. Lavar as laminas em 4xSSC 0,2% Tween por 10 minutos a temperatura

ambiente no agitador, no escuro. Retirar as laminas apos alguns minutos.

5. Jogar a solugdo na pia e repetir a mesma lavagem por mais uma vez
(opcional).

42 Etapa: Coloracéo

1. Retirar as laminas do 4xSSC 0,2% Tween, bater cuidadosamente no
papel filtro, enxugar embaixo e colocar 25 pL de solundo de iodeto de
propideo ( 25 pL de antifading + 1 uL de iodeto de propvdeo 50ug/mL) e

cobrir com laminula de vidro. Retirar o excesso entre papel filtro.

As fotografias foram tiradas com filme Kodak Proimage color 100 ISO.
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ARTIGO 1

3 EVIDENCIAS DE POSSIVEL SISTEMA DE CROMOSSOMOS SEXUAIS EM
HYPOSTOMUS COCHLIODON (SILURIFORMES, LORICARIIDAE) DO
PLANALTO DA BODOQUENA, MS

Este artigo sera submetido a Genetics and Molecular Biology.
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BODOQUENA, MS
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Froehlich? e Lucia Giuliano-Caetano’

'Departamento de Biologia Geral, Universidade Estadual de Londrina, CCB,
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fluorocromos.

Resumo

Foram analisados citogeneticamente 13 exemplares de Hypostomus
cochliodon, um macho, sete fémeas e cinco individuos jovens, coletados no rio
Salobra e no corrego Salobrinha, Planalto da Bodoquena, MS, Brasil. O cariétipo de
todas as fémeas apresentou 2n=64, com féormula cariotipica constituida de 16M +
19SM + 29ST-A, e NF=99. Os individuos jovens também apresentaram esta mesma
féormula cariotipica. O unico macho apresentou 2n=64, 16M + 20SM + 28ST-A, e

NF=100. Um par de acrocéntricos grande possui heteromorfismo de tamanho no
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macho, mas ndo nas fémeas, sugerindo um possivel sistema de cromossomos
sexuais simples do tipo XX/XY. Todas as fémeas possuiam um uUnico cromossomo
na posicao 15 e também um cromossomo acrocéntrico a mais, na posig¢ao do 22. O
padrao de distribuicAdo de heterocromatina detectado por banda C também é
diferente entre macho e fémeas. Os acrocéntricos envolvidos no heteromorfismo de
tamanho apresentam um bloco bem evidente de heterocromatina na regiao terminal
do brago longo, em ambos o0s sexos. Nas fémeas, o acrocéntrico 22 também
apresenta um bloco de heterocromatina. A coloragdo com CMA3 apresentou o
padrao de distribuicao coincidente com o da banda C. A analise de mais exemplares
machos pode confirmar essa hipétese ou mesmo apontar para um polimorfismo de

heterocromatina.

Introducgao

Hypostominae €é uma das subfamilias mais numerosa de
Loricariidae. O género Hypostomus Lacépéde, 1803, possui aproximadamente 110
especies e € considerado como um dos grupos de peixes neotropicais mais
diversificados (Montoya-Burgos, 2003).

Dentre os Loricariidae, Hypostomus € o género mais estudado
citogeneticamente, com diversos trabalhos na literatura (Artoni et al., 1998; Artoni et
al., 1999; Artoni & Bertollo, 1996, 1999, 2001). A variagdo no numero cromossémico
€ de 2n = 54 cromossomos em H. plecostomus (Muramoto et al.,1968, in Artoni &
Bertollo, 2001) a 2n = 80 cromossomos em Hypostomus sp. E (Artoni & Bertollo,
1996).

Em algumas espécies de Hypostominae a distribuicdo de

heterocromatina constitutiva apresenta blocos pequenos ou moderados, situados na
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posicao telomérica e/ou centromérica, também podem ser observados blocos
maiores e mais evidentes (Artoni & Bertollo 1996, 2001, Artoni et al., 1999), podendo
se apresentar heteromorficos entre os homaologos (Artoni & Bertollo, 1999) ou ainda
estar associado a sistemas de cromossomos sexuais, no caso descrito por Artoni et
al. (1998), em um sistema do tipo ZZ/ZW em Hypostomus sp., onde o cromossomo Z
possui um bloco mais evidente.

Sistemas de cromossomos sexuais também sdo descritos: XX/XY
em Pseudotocinclus tietensis (Andreata et al., 1992) e Hypostomus macrops
(Michelle et al., 1977); ZZIZW em M. leucofrenatus (Andreata et al., 1993),
Loricariichthys platymetopon (Scavone & Julio Jr., 1995) e Hypostomus sp. G (Artoni
et al.,, 1998) e Ancistrus cf. dubius (Mariotto et al., 2004); XX/XY1Y2 em Hartia

carvalhoi (Centofante et al., 2006).

Existem registros de pelo menos 13 espécies de Loricariidae no
Planalto da Bodoquena. Embora Willink et al. (2000), relatem a peculiaridade da
ictiofauna, com muitas espécies endémicas, ndao ha registros de dados citogenéticos
para peixes da regiao.

No presente trabalho foram analisados exemplares de Hypostomus

cochliodon provenientes do Planalto da Bodoquena, MS.

Materiais e Métodos
Foram analisados 13 exemplares de Hypostomus cochliodon Kner,

1854, sendo um macho, sete fémeas e cinco individuos jovens, coletados no rio
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Salobra localizado 20 41' 34.56943"S e 56 44' 25.65932"W, e no corrego Salobrinha
20 41'07.47583"S e 56 46' 44.28812"W.

Para obtencdo de cromossomos metafasicos mitdticos foram
utilizadas a técnica convencional (Bertollo et al., 1978) ou a técnica alternativa
(Moreira Filho & Bertollo, 1990). Os cromossomos foram classificados em trés
grupos: metacéntricos (M), submetacénticos (SM), subtelocéntricos-acrocéntricos
(STA), segundo Levan et al. (1964), com modificagcbes. Para determinacdo do
padrdo de distribuicdo da heterocromatina, foi utilizado bandamento C (Sumner,
1972). Para coloragcdo com Cromomicina Az / DAPI, Christian et al. (1998), com

modificacdes.

Resultados

O caridtipo de todas as fémeas apresentou 2n=64 sendo 16M + 19
SM + 29ST-A, com numero fundamental (NF) igual a 99 (Figura 1a) Os individuos
jovens também apresentaram a mesma férmula cariotipica. Entretanto, o unico
macho apresentou 16M + 20SM + 28ST-A, com NF igual a 100 (Figura 1b).

Um par de acrocéntricos grande apresentou heteromorfismo de
tamanho no macho, mas ndo nas fémeas. Todas as fémeas analisadas
apresentaram um uUnico cromossomo na posicdo do par 15 e também um
cromossomo acrocéntrico a mais, que passa a ocupar a posi¢cao 22.

O padrdao de distribuicdo de heterocromatina detectado pelo
bandamento C também é diferente entre macho e fémeas. As fémeas apresentam o
par 20 com um bloco, bem evidente, no brago longo (XX) (Figura 2a), enquanto que

o macho apresenta um acrocéntrico grande com um bloco grande no brago longo (X)
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e outro acrocéntrico menor, apresenta um bloco de heterocromatina do mesmo
tamanho no brago longo (Y), (Figura 1c, 2a e 2d). Tanto macho como fémeas
apresentam pequenos blocos de heterocromatina em alguns cromossomos. Porém,
nas fémeas, o acrocéntrico 22 também apresenta um bloco de heterocromatina, na
regido telomérica (Figura 2a), ndo observado nos machos. A coloragdo com
fluorocromo Cromomicina A3 apresenta o padrao de distribuicdo coincidente com o
padrdo de distribuicdo da heterocromatina (Figura 2b e 2e). Ja a coloragdo com

DAPI n&o apresentou regides fluorescentes (Figura 2c e 2f).

Discussao

Sistemas de cromossomos sexuais simples e multiplos sdo descritos
em alguns grupos de peixes: Characiformes: ZZ/ZW em Characidium gomesi,
Maistro et al. (2004); XiX2Y em Hoplias malabaricus, (Bertollo et al., 1997);
Gymnotiformes: Xi1X1X2X2/X1X2Y em Brachyhypopomus pinnicaudatus, (Almeida-
Toledo et al., 2000); X1X2Y em Gymnotus sp., (Sanchez et al., 2004); Siluriformes:
XX/IXY em Pseudotocinclus tietensis, (Andreata et al., 1992); ZZ/ZW em M.
leucofrenatus (Andreata et al., 1993), Loricariichthys platymetopon (Scavone & Julio
Jr., 1995) e Ancistrus cf. dubius (Mariotto et al., 2004); XX/XY1Y2em Hartia carvalhoi
(Centofante et al., 2006).

Segundo Artoni et al. (1998), o sistema XX/XY descrito para
Hypostomus macrops por Michelle et al. (1977) requer confirmagao. Por outro lado,
0S mesmos autores descrevem um sistema de cromossomos sexuais heteromorficos
do tipo ZZ/ZW em Hypostomus sp., onde o cromossomo Z apresenta um bloco de

heterocromatina intersticial, ndo observado no cromossomo W.



47

Um par de acrocéntricos grande apresentou heteromorfismo de
tamanho no macho, mas nao nas fémeas e nos individuos jovens, sugerindo que
estes sejam todos fémeas, uma vez que seguem o mesmo padrao cariotipico. Os
dados acima citados sugerem um possivel sistema de cromossomos sexuais
simples do tipo XX/XY, onde a fémea € homogamética.

A analise dos cariétipos de macho e fémeas de H. cochliodon,
apoiada na distribuicdo diferencial de heterocromatina entre os sexos, sugerem
fortemente a existéncia de um sistema de cromossomos sexuais do tipo XX/XY.
Porém, o fato de existir apenas um macho entre os individuos analisados impede
uma afirmagao neste sentido.

No caso dos cromossomos 15 e 22 das fémeas pode ter ocorrido
inversao pericéntrica, pois houve alteragdo na morfologia cromossémica sem
alteracdo do numero dipldide, consequentemente ha uma alteragdo do numero
fundamental (NF), NF=100 nos machos e NF=99 nas fémeas.

Em Hypostominae os cromossomos meta / submetacéntricos séo
mais freqientes em espécies com numero dipléide mais baixo em quanto os
cromossomos subtelo / acrocéntricos prevalecem em espécies com numero dipldide
maior (Artoni & Bertollo 2001). Este fato também é observado nas espécies de
Hypostomus do Planalto da Bodoquena onde Hypostomus cochliodon apresenta
mais cromossomos meta / submetacéntricos, enquanto Hypostomus sp. 3-cérrego
Salobrinha NUP 4247 (2n = 82 cromossomos) e Hypostomus sp. 2-rio Perdido NUP
4249 (2n = 84), apresentam muitos cromossomos subtelo/acrocéntricos, (Capitulo 2).

Artoni & Bertollo (1999), analisaram espécimes de Hypostomus sp. B
que apresentaram um par de cromossomos acrocéntricos com grandes bandas

conspicua associadas a RON telomérica. Essa regidao de heterocromatina mostrou
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forte fluorescéncia apdés a coloragdao por DAPI, enquanto a RON do mesmo
cromossomo foi mitramicina positiva.

A coloragédo com DAPI nédo apresentou regides mais fluorescentes,
desta forma as regides heterocromaticas, incluindo a heterocromatina nos
cromossomos heteromodrficos do possivel par sexual, sao constituidas
preferencialmente de regides ricas em bases CG.

Blocos muito evidentes de heterocromatina em posigcao terminal de
cromossomos acrocéntricos também sao descritos por Artoni & Bertollo (2001) para
mais trés espécies: Hypostomus albopunctatus, Hypostomus sp. A e Hypostomus
sp. C.

Uma possivel explicacdo para a escassez de machos entre os
individuos amostrados estaria ligada ao fato de que os machos adultos em fase
reprodutiva ficam nas tocas, nas margens dos rios e riachos e cuidam da prole,
portanto ndo estariam na calha dos rios, onde foi feita a captura.

A anadlise de mais exemplares machos pode confirmar a hipétese da
ocorréncia de um sistema de cromossomos sexuais XX/XY em H. cochliodon, ou
mesmo apontar para um polimorfismo de heterocromatina, uma vez que existem
descricdes de cromossomos acrocéntricos portadores de blocos conspicuos de

heterocromatina em espécies de Hypostomus (Artoni & Bertollo, 2001).
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Figura 1 — Caridtipo com giemsa de Hypostomus cochliodon 2n= 64 cromossomos

em fémea (a) e macho (b); banda C em macho (c).
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A 3

Figura 2 — Metafases apresentando o padréo de distribuigdo de heterocromatina por
banda C (a, d) e marcagao com CMAS (b, €) em H. cochliodon, fémea (a, b) macho

(d, e). Metafases mostrando coloragdo com DAPI em fémea (c) e macho (f).
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ARTIGO 2 -
4 DESCRIGAO CARIOTIPICA DE DUAS ESPECIES DE HYPOSTOMUS
(SILURIFORMES, LORICARIIDAE) DO PLANALTO DA BODOQUENA, MS.

Este artigo sera submetido @ Enmviromental Biology of Fishes.
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Resumo

Foram caracterizados citogeneticamente Hypostomus sp. 3-corrego Salobrinha NUP
4247 coletados no rio Salobra e no cérrego Salobrinha, e Hypostomus sp. 2-rio
Perdido NUP 4249 coletados no rio Perdido, Planalto da Bodoquena, MS, Brasil.
Hypostomus sp. 3- corrego Salobrinha apresentou dois numeros modais distintos
2n =82, 6M + 14SM + 62ST-A, com Numero Fundamental (NF) igual a 102; 2n = 84,
6M + 14SM + 64ST-A, NF = 104. Esse polimorfismo deve-se a presenca de dois
cromossomos extras. Nao foi possivel definir o numero dipldide em quatro
exemplares, sendo as linhagens celulares compostas de 2n=83 e 2n=84
cromossomos em um individuo, e 2n=82, 2n=83 e 2n=84 cromossomos nos outros.

Estes resultados caracterizam a existéncia de um mosaico genético devido a
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ocorréncia de um a dois cromossomos extras em Hypostomus sp. 3-corrego
Salobrinha NUP 4247. Hypostomus sp. 2-rio Perdido NUP 4249 apresentou numero
dipléide 2n = 84, 6M + 16SM + 62ST-A e NF = 106 com heteromorfismo de tamanho
em um par de cromossomos marcados por AgNOs3. Em ambas as espécies o
bandamento C evidencia um padrdao de distribuicdo da heterocromatina
caracterizado pela presenga de poucas e pequenas bandas na regido centromérica
e pericentromérica. As marcacbées com Cromomicina A3z coincidem com o
bandamento C nas duas espécies. O maior numero dipldide descrito, até agora, para
0 género era 2n = 80 cromossomos em Hypostomus sp. E, porém Hypostomus sp.
3-corrego Salobrinha NUP 4247 apresentou 2n = 82 e Hypostomus sp. 2-rio Perdido
NUP 4249 2n = 84 cromossomos aumentando a amplitude de variacao para este

género.

Introducgao

Embora, Isbrucker (1980 apud Artoni & Bertollo 2001), considere os
Loricariidae como a segunda maior familia entre os Teleostei, pouco € conhecido
sobre a organizagao cariotipica deste grupo (Artoni & Bertollo 2001). Entretanto,
alguns estudos relatam informacgdes citogenéticas, em Loricariinae (Scavone & Julio
Jr. 1994, Giuliano-Caetano 1998, Artoni & Bertollo 2001); Hypoptopomatinae
(Andreata et al. 1992, Andreata et al. 1993, Andreata et al. 1994), Hypostominae
(Artoni et al. 1998, Artoni et al. 1999, Artoni & Bertollo 1996 1999 2001), Ancistrini
(Lara 1998, Artoni & Bertollo 2001), Neoplecostominae (Alves 2000, Kavalco et al.

2005).
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Apesar do pequeno volume de informagdes comparado com o
numero de espécies ja descritas de Loricariidae, os dados disponiveis demonstram
que este € um grupo de grande interesse para estudos em citogenética, devido tanto
a variagao no numero cromossémico, 2n = 36 em Rineloricaria latirostris (Giuliano-
Caetano 1998) a 2n = 96 em Upsilodus sp. (Kavalco et al. 2005), quanto a
ocorréncia de varios rearranjos cromossémicos, sugerindo uma evolugao cariotipica
divergente (Artoni & Bertollo 2001).

Hypostomus, considerado como um dos grupos de peixes
neotropicais mais diversificados (Montoya-Burgos 2003), € também um dos géneros
mais estudados da familia, do ponto de vista citogenético, e a variagdo no numero
cromossbmico é de 2n = 54 cromossomos em H. plecostomus (Muramoto et al.
1968, in Artoni & Bertollo 2001) a 2n = 80 cromossomos em Hypostomus sp. E
(Artoni & Bertollo 1999).

O Planalto da Bodoquena localiza-se nos municipios de Bonito e
Bodoquena e em parte de Jardim e Porto Murtinho, em Mato Grosso do Sul. Os
principais rios sdo Formoso, da Prata, Perdido e Salobra (Boggiani 1999). Embora
Willink et al. (2000), relatem a peculiaridade da ictiofauna, com muitas espécies
endémicas, nao havendo registros de dados citogenéticos para peixes da regiao.

No presente trabalho foram analisadas espécies de Hypostomus
provenientes do Planalto da Bodoquena, MS, visando informagdes citogenéticas

desta ictiofauna.

Materiais e Métodos
As duas espécies estudadas sdo novas para a ciéncia e estao

depositadas no museu do NUPELIA, na Universidade Estadual de Maringa, sob
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numero de registro NUP 4247 para Hypostomus sp. 3- cérrego Salobrinha e NUP
4249 para Hypostomus sp. 2- rio Perdido. Foram analisados 13 exemplares de
Hypostomus sp. 3-cérrego Salobrinha NUP 4247, sendo trés machos, quatro fémeas
e seis individuos jovens, coletados no Rio Salobra localizado 20 41' 34.56943"S e 56
44' 25.65932"W, e no cérrego Salobrinha 20 41' 07.47583"S e 56 46' 44.28812"W.
De Hypostomus sp. 2-rio Perdido NUP 4249, analisou-se cinco exemplares, sendo
quatro machos e uma fémea, coletados no rio Perdido 21 17' 09.16825"S e 56 41'
46.90770"W. Os rios e coérrego acima citados se localizam no Planalto da
Bodoquena, MS.

Para obtencdo de cromossomos metafasicos mitdticos foram
utilizadas a técnica convencional (Bertollo et al. 1978) ou a técnica alternativa
(Moreira Filho & Bertollo 1990). Os cromossomos foram classificados em trés
grupos: metacéntricos (m), submetacénticos (sm), subtelocéntricos-acrocéntricos
(st-a), segundo Levan et al. (1964), com modificagdes. Para determinagéo do padrao
de distribuicdo da heterocromatina, foi utilizado bandamento C (Sumner 1972). Para

coloragédo com Cromomicina As/ DAPI, Christian et al. (1998), com modificagdes.

Resultados

Os espécimes de Hypostomus sp. 3-cérrego Salobrinha NUP 4247
apresentaram dois numeros modais distintos 2n = 82 e 2n = 84 (Figura 1) com
mudanca na formula cromossémica € no numero fundamental. Um macho e uma
fémea apresentaram 2n = 82, sendo 6m + 12sm + 64st-a, e NF = 100 (figura 2a), um
macho, uma fémea e cinco individuos jovens com 2n = 84, com cariétipo constituido

de 6m+ 12sm+ 66st-a, NF = 102 (Figura 2b). Em quatro espécimes (um macho,
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duas fémeas e um individuo jovem) nao foi possivel definir o numero dipldide, sendo
que duas fémeas e 1 individuo jovem apresentaram 2n = 82 (Figura 2a), 2n = 84
(Figura 2b) e 2n = 83, 6m + 12sm + 65st-a, NF igual a 101 (Figura 2c). Um macho
apresentou variagao de 2n = 83 e 2n = 84, com féormula cariotipica e NF iguais as
descritas acima.

O polimorfismo encontrado em Hypostomus sp. 3-cérrego
Salobrinha NUP 4247 pode ser devido a ocorréncia de um a dois cromossomos
extras, sendo o citétipo basico da espécie 2n = 82 cromossomos. Nao foram
evidenciados cromossomos heterocromaticos, o que sugere que estes cromossomos
extras seriam eucromaticos.

Entre os espécimes que ndo tiveram o numero dipldide definido
observamos na Figura 1 que no individuo macho (12M) tem aproximadamente a
mesma quantidade de metafases com 83 e 84 cromossomos, no exemplar jovem
(22J) e nas duas fémeas (30F e 13F) a quantidade de metafases tem praticamente o
mesmo valor entre 82, 83 e 84 cromossomos, caracterizando um caso de
mosaicismo genético devido a cromossomos extras.

Todos os espécimes de Hypostomus sp. 2-rio Perdido NUP 4249
apresentaram numero dipldéide modal de 2n=84, com férmula cariotipica 6m + 16sm
+ 62st-a e NF = 106 (Figura 3a). Em quatro exemplares a constricdo secundaria em
um dos homologos do par 35 é bem evidente apds coloragdo com giemsa (Figura 3a
e 3b1), a impregnacao por AgNOs (Figura 3b2) e a coloragdo com CMA3 também
evidenciam um heteromorfismo de tamanho no mesmo par (Figura 3b3).

Tanto em Hypostomus sp. 3-corrego Salobrinha NUP 4247 quanto
em Hypostomus sp. 2-rio Perdido NUP 4249 o bandamento C evidencia-se um

padrao de distribuicdo da heterocromatina caracterizado pela presenca de poucas e
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pequenas bandas na regido pericentromeérica, além da presenca de um bloco bem
evidente em posigcdo terminal nos bragos longos de cromossomos acrocéntricos
pequenos (Figura 4a e 4d).

A coloragdo com CMAs3 apresentou em Hypostomus sp. 3-corrego
Salobrinha NUP 4247 pelo menos duas marcagbes em cromossomos acrocéntricos
pequenos, sendo uma delas mais evidente que a outra (Figura 4b). Em Hypostomus
sp. 2-rio Perdido NUP 4249 existem marcagdes bem evidentes na regiao terminal do
braco longo de dois cromossomos acrocéntricos pequenos (Figura 4e). A coloragao
com DAPI (Figura 4c e 4f) ndo apresentou bandas fluorescentes em nenhuma das

duas espécies estudadas.

Discussao

O maior numero dipldide descrito, até agora, para o género
Hypostomus era 2n = 80 cromossomos, em Hypostomus sp. E (Artoni & Bertollo
1996), porém Hypostomus sp. 3-cérrego Salobrinha NUP 4247 e Hypostomus sp. 2-
rio Perdido NUP 4249 apresentaram 2n = 82 e 2n = 84 cromossomos
respectivamente, aumentando a amplitude de variagao para este género.

Em Hypostominae os cromossomos meta/submetacéntricos sao
mais freqlientes em espécies com numero dipldide mais baixo em quanto os
cromossomos subtelo/acrocéntricos prevalecem em espécies com numero dipléide
maior (Artoni & Bertollo 2001). Este fato também é observado nas espécies de
Hypostomus do Planalto da Bodoquena onde Hypostomus sp. 3- corrego Salobrinha

NUP 4247 e Hypostomus sp. 2-rio Perdido NUP 4249 apresentam muitos
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cromossomos subtelo/acrocéntricos, enquanto Hypostomus cochliodon com 2n = 64
cromossomos apresenta mais meta/submetacéntricos (Capitulo 3).

Em Hypostomus sp. 3-corrego Salobrinha foi observado um
polimorfismo cromossdmico com dois citétipos: 2n = 82 e 2n = 84, devido a presenca
de cromossomos extras, sendo este o primeiro relato no género. Entre os citétipos
2n = 82 e 2n = 84 cromossomos a diferenca se da na presenca de um par de
cromossomos acrocéntricos pequenos em 2n =84, sendo que no citétipo 2n = 83 o
cromossomo nao pareado € um dos menores acrocéntricos do complemento. Por
ndo serem heterocromaticos e devido ao tamanho semelhante entre os
acrocéntricos de menor tamanho, ndo é possivel apontar qual ou quais sdo os
cromossomos extras.

Existem descricdes de cromossomos extras nao heterocromaticos
como encontrado em Hypostomus sp. 3-corrego Salobrinha em Characidium cf.
zebra (Venere et al. 1999) e Steindachnerina insculpita (Oliveira & Foresti 1993).

Cromossomos extras, supramumerarios e cromossomo B sao
relatados com maior fregéncia em Characiformes (Moreira-Filho et al. 2001; Neo et
al. 2000; Maistro et al. 2004; Venere et al. 1999, entre outros), porém em
Siluriformes sao descritos poucos casos (Fenocchio & Bertollo 1990, Dias & Foresti
1993, entre outros). Em Loricariidae sdo descritos cromossomos B em algumas
espécies: Microlepdogaster leucofrenatus de 1 a 2 Bs, em duas localidades
(Andreata et al., 1993 e Andreata et al. 1994); Loricaria sp. e L. prolixa de 1 a 5 Bs
(Scavone & Julio Jr., 1994).

Hypostomus sp. 3-corrego Salobrinha NUP 4247 apresentou
variagdo numeérica intraindividual devido a presenga de cromossomos extras com

freqiéncias muito proximas, podendo ser considerada um caso de mosaicismo
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cromossémico. Borin & Martins-Santos (2000), descrevem polimorfismo numérico
intraindividual em Thichomycterus davisi, onde um individuo apresenta trés
populacdes de células com numero dipldide de 2n = 54, 2n = 55 e 2n = 56
cromossomos. Esta variagao foi atribuida a uma provavel nao disjungao pds-zigética
de um cromossomo metacéntrico de tamanho médio/pequeno, seguido de fisséo
céntrica, originando um individuo mosaico.

Torres et al. (2002), utilizam a expressao “mosaicismo” no titulo de
um trabalho com peixes. Os autores encontraram um individuo de Thichomycterus
paolence, que apresentou cinco diferentes conjuntos cromossémicos: 2n = 54
numero normal da espécie e que aparece em todos os citétipos; 2n = 55 (+ um
microcromossomo - mc); 2n = 55 (+ subtelocéntrico); 2n = 56 (+ subtelocéntrico e um
mc) e 2n = 57 (+ um par de subtelocéntrico e um mc). Os autores sugerem a
ocorréncia de aneuploidias por nao-disjuncdo pos-zigética durante as primeiras
divisdes do blastémero.

Segundo Artoni & Bertollo (1999 e 2001) existem dois padrbes
gerais de distribuicdo heterocromatina entre os Loricariidae: 1 - pouca
heterocromatina localizada nas regides telomérica e/ou centroméricas, mais
associado a espécies com numero dipléide menor; 2 — grande numero destas
regides, além de segmentos heterocromaticos em regides intersticiais, esta mais
associado a espécies com numero dipléide maior. A distribuicdo de heterocromatina
em Hypostomus sp. 3-corrego Salobrinha é condizente com o segundo grupo,
enquanto Hypostomus sp. 2-rio Perdido se aproxima mais da descricdo do primeiro
grupo.

Heteromorfismo de tamanho entre homélogos de cromossomos

marcados por AgNOs é relatado em espécies de Hypostomus por Artoni & Bertollo
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(1996), e também observado em Hypostomus sp. 2-rio Perdido NUP 4249. Em
Loricariidae regides ricas em GC sao descritas em Hypostomus (Artoni et al. 1988,
Artini & Bertollo 1999, Kavalco et al. 2004); Rineloricaria (Giuliano-Caetano 1998)
entre outros.

Regides ricas em AT sao raramente descritas em peixes. Embora
algumas espécies de Hypostomus estudadas por Artoni & Bertollo (1999)
apresentem bandas fluorescentes marcadas com DAPI, Hypostomus sp. 3- corrego
Salobrinha NUP 4247 e Hypostomus sp. 2-rio Perdido nup 4249 nao apresentaram
marcagdes com DAPI, o que indica que possivelmente regides AT-ricas sao muito
pequenas ou nao existem. Os polimorfismos cromossdémicos geralmente nao
causam nenhum efeito no fendtipo, sendo normalmente, detectados apenas
citogeneticamente. Varios exemplos encontrados na natureza apresentam
polimorfismo cromossOmico tanto estrutural quanto numérico (Dias & Giuliano
Caetano2002). O desenvolvimento de populagdes polimérficas € importante tanto
para a populagdo como para o individuo, porque, em ambientes heterogéneos, uma
populacdo uniforme s6 pode explorar eficientemente um dos nichos ecolégicos,
enquanto que acreditasse que uma populagdo polimoérfica podera utilizar mais
habitats, explorando melhor o ambiente de que dispde (Ford 1980). Entretanto, no
caso de peixes, podemos pensar que periodos de cheia e seca dos rios, bem como
alteragdes climaticas e fisico-quimicas na 4&gua, influenciem mais do que a
disponibilidade de habitats.

No ponto onde os exemplares de Hypostomus sp. 2-rio Perdido NUP
4249 foram coletados, o trecho do rio encontra-se praticamente isolado por barreiras
fisicas naturais sendo muito peculiar devido a sua fisionomia e por apresentar

poucas espécies (apenas nove espécies), mas também porque destas, quatro nao
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foram coletadas em nenhum outro local do planalto da Bodoquena, todas novas para
a ciéncia, incluindo duas espécies de Hypostosmus. O cérrego Salobrinha e o rio
Salobra também tém suas peculiaridades, sendo que Hypostomus sp. 3- corrego
Salobrinha NUP 4247 apesar de abundante também é uma espécie nova para a
ciéncia.

Estes fatos aliados as caracteristicas da regido tornam estas
populagdes de grande interessante, dando continuidade aos estudos citogenéticos
nestas e em outras espécies para conhecermos as tendéncias evolutivas do género

Hypostomus.
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Contagem de metafases em Hypostomus sp. 3- cérrego Salobrinha
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Figura 1 — Histogramas mostrando contagem do numero de metafases

exemplares de Hypostomus sp 3-corrego Salobrinha NUP 4247. M = macho,

fémea e J = individuo jovem.
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Figura 2 — Citétipos com 2n = 82 cromossomos (a), 2n = 84 cromossomos (b) e 2n =

83 cromossomos(c) de Hypostomus sp. 3-corrego Salobrinha NUP 4247.
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Figura 3 — Caridtipo de Hypostomus sp. 2- rio Perdido NUP 4249 com 2n = 84
cromossomos (a); constricdo secundaria observada no par 35: em giemsa (b1),

impregnacao por AGNO3 (b2) e coloragao pelo fluorocromo CMAS3 (b3).
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Figura 4 — Metafases mostrando padréo de distribuicdo de heterocromatina por
bandamento C, coloracdo com CMA3; e DAPI em Hypostomus sp. 2-rio Perdido NUP
4249 (a, b,c) e Hypostomus sp. 3-corrego Salobrinha NUP 4247 (d, e, f),

respectivamente.
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ARTIGO 3 -

5 DETERMINAGAO DAS REGIOES ORGANIZADORAS DE NUCLEOLOS EM
TRES ESPECIES DE HYPOSTOMUS (SILURIFORMES, LORICARIIDAE) DO
PLANALTO DA BODOQUENA, MS

Este artigo sera submetido a Enmviromental Biology of Fishes.
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Resumo

Regides Organizadoras de Nucléolos foram determinadas em
Hypostomus sp. 3-corrego Salobrinha NUP 4247 e Hypostomus cochliodon
coletados no Rio Salobra e no cdérrego Salobrinha, e coletados no rio Perdido,
Planalto da Bodoquena — MS, Brasil. H. cochliodon e Hypostomus sp. 3- cérrego
Salobrinha NUP 4247 apresentaram varios cromossomos marcados com AgNOs,
porém apenas um par de cromossomos exibiram sitios marcados apds a hibridacao
fluorescente in situ (FISH) com sonda de DNAr 18s. Hypostomus sp. 2-rio Perdido

NUP 4249 apresentou apenas um par de cromossomos marcados por Ag-NOs,
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evidenciando um heteromorfismo de tamanho de RON. A hibridacdo com a mesma
sonda também revelou apenas um par portador de sitios de DNAr 18S. Nas trés
espécies as bandas fluorescentes observadas com cromomicina A3z apresentam

padrao semelhante ao FISH.

Introducgao

Variagdbes no numero, localizacdo e tipos de cromossomos
portadores das RONs sdo relatados para os Loricaridae. Duas espécies de
Ancistrinae (Pananque cf. nigrolineatus e Hemiancistrus sp.) estudadas por Artoni &
Bertollo (2001), mostram apenas um par de cromossomos portador de RONSs,
embora distintos entre ambas. Os mesmos autores relatam para Hypostominae, a
ocorréncia de RONs em apenas um par cromossOmico em Hypostomus emarginatus
e Rhinelepsis asperai, e dois pares em Pogonopoma wertheimeri. Artoni & Bertollo
(1996), analisando espécies de Hypostomus, encontraram variagdes quanto ao
numero e tamanho das RONs entre homodlogos, apresentando de dois até seis
cromossomos portadores de cistrons ribossémicos.

Essa variacdo também é observada em outros grupos de peixes,
como em Eigenmannia sp (Almeida-Toledo & Toledo-Filho 1985), Serrasalmus
spilopleura (Galetti Jr. et al. 1985), Astyanax scabripinnis (Mantovani et al. 2000) e A.
altiparanae (Pacheco et al. 2001).

Os dados sobre localizagao de genes ribossémicos 18s sdao poucos
em Loricariidae, sobretudo quando comparado com a diversidade do grupo.

Entretanto, Kavalco et al. (2005) detectaram as RONs em quatro espécies:
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Neoplecostomus microps, Harttia loricariformis e Upsilodus sp., todos com RONs
simples; Hypostomus affinis com cinco sitios de DNAr.

No presente trabalho foram analisados, para deteccao das RONSs,
exemplares de trés espécies de Hypostomus provenientes do Planalto da
Bodoquena, MS: Hypostomus cochliodon, Hypostomus sp. 3-corrego Salobrinha

NUP 4247 e Hypostomus sp. 2-rio Perdido.

Materiais e Métodos

Foram analisados 13 exemplares de Hypostomus cochliodon Kner
(1854), sendo um macho, sete fémeas e cinco individuos jovens. Duas espécies aqui
estudadas sdo novas para a ciéncia e estdo depositadas no museu do NUPELIA, na
Universidade Estadual de Maringa, sob numero de registro NUP 4247 para
Hypostomus sp. 3- corrego Salobrinha e NUP 4249 para Hypostomus sp. 2- rio
Perdido. De Hypostomus sp. 3-corrego Salobrinha NUP 4247 foram analisados 13
exemplares, sendo trés machos, quatro fémeas e seis individuos jovens, ambas as
espécies foram coletadas no rio Salobra localizado 20 41' 34.56943"S e 56 44'
25.65932"W, e no coérrego Salobrinha 20 41' 07.47583"S e 56 46' 44.28812"W. De
Hypostomus sp. 2-rio Perdido NUP 4249 analisou-se cinco exemplares, sendo
quatro machos e uma fémea, coletados no rio Perdido 21 17' 09.16825"S e 56 41'
46.90770"W. Os rios e coérrego acima citados se localizam no Planalto da
Bodoquena, MS.

Para obtencdo de cromossomos metafasicos mitdticos foram
utilizadas a técnica convencional (Bertollo et al. 1978) ou a técnica alternativa

(Moreira Filho & Bertollo 1990). Os cromossomos foram classificados em trés
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grupos: metacéntricos (m), submetacénticos (sm), subtelocéntricos-acrocéntricos (st-
a), segundo Levan et al. (1964), com modificacbes. A detecgdo dos cromossomos
portadores das RONs (Regides Organizadoras de Nucléolos), foi feita através
impregnagcdo por nitrato de prata (Howell & Black 1980) e por Hibridagao
Fluorescente in situ (FISH) com sondas de DNAr 18s, cedida por Martins, C. do
Laboratério de Genética e Citogenética de Peixes da UNESP-Botucatu, segundo
Heslop-Harrison et al. (1991) e Cuadrado & Jouve (1994). Para coloragdo com

CMAG3/DAPI, Christian et al. (1998), com modificagdes.

Resultados
Em Hypostomus cochliodon as regides organizadores de nucléolos

(RONs) marcadas pela prata (AgNOs) evidenciaram até quatro cromossomos
(Figural- 1a). Nao foi observado heteromorfismo de RONs nestes espécimes. As
metafases apresentaram dois cromossomos com bandas fluorescentes, através da
coloragcdo com CMA3 em regido terminal, provavelmente correspondendo a um par
portador da RON (Figura 1-1b). A hibridagao fluorescente in situ (FISH) com sonda
de DNAr 18S mostrou apenas dois sitios marcados, em posig&o terminal (Figura 1-1c).

Hypostomus sp 3-corrego Salobrinha NUP 4247 apresentou
marcagoes pela prata em até trés cromossomos e estas se localizam na parte
terminal do brago longo (Figura 1-2a). As RONs apresentam heteromorfismo de
tamanho, em um par de cromossomos acrocéntricos de tamanho médio. Com CMAs3
apenas dois cromossomos estavam marcados, provavelmente correspondendo a
RON, com heteromorfismo (Figura 1-2b). FISH com sonda de DNAr 18S apresentou

marcagao em apenas um par (Figura 1-2c), ndo observando o heteromorfismo.
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Em Hypostomus sp. 2-rio Perdido NUP 4249, através da
impregnacao pelo nitrato de prata, foi detectado um par marcado, na parte terminal
do brago longo (Figura 1-3a), a hibridagcdo “in situ” com sonda de DNAr 18S
apresentou um par de cromossomos marcados, 0 mesmo resultando observou-se
com a coloragdo com CMAs (Figura 1-3a, 3b e 3c, respectivamente). Foi observado
heteromorfismo de tamanho de RONs em quatro exemplares dos cinco analisados
de Hypostomus sp. 2-rio Perdido 4249, na coloragdo com giemsa a constrigao
secundaria em um dos homodlogos € bem evidente(Figura 2a), a impregnagao por
AgNOs e coloragao com CMA3 também evidencia esse heteromorfismo (Figura 2b e

2c, respectivamente).

Discussao

Algumas espécies de peixes apresentam mais de um par de
cromossomos portadores de RONs, podendo ser denominadas RONs multiplas,
como observado em H. cochliodon e Hypostomus sp. 3-corrego Salobrinha NUP
4247.

Em Loricariidae ocorre variabilidade no numero, tipo cromossdmico
e localizagao das RONs, como pode ser verificado em Artoni & Bertollo (2001), que
apresentam espécies com apenas um par portador de RONs: Pananque cf.
nigrolineatus, Hypostomus aff. auroguttatus; dois pares: Hypostomus albopunctatus,
Pogonopoma wertheimeri; trés pares: Hypostomus sp. A Hypostomus ancistroides,
entre outros. As RONs podem estar em diferentes tipos de cromossomos,
associadas ou ndao a heterocromatina e localizadas, na maioria das espécies, na

posigao terminal do brago curto ou longo.
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Mantovani et al. (2000), cita que essa variabilidade de RONs é bem
descrita para peixes. Esses autores encontraram variagcdées numéricas interindividual
em duas populagbes de Astyanax scabripinnis, de um a cincO Cromossomos
portadores de RONs em uma populagdo e de um a quatro em outra. Segundo os
mesmos autores, eventos de transposicdo tém sido indicados como responsavel
pela maioria dos casos de variabilidade de RONs em peixes. Garcia et al. (1995),
encontraram trés cromossomos portadores de RONs em Cynolebias duraznensis,
em dois deles estas se encontravam na posi¢cao terminal e a outra em regiao
pericentromérica. Os autores sugerem que neste caso tenha ocorrido inversao.

A impregnacao por AgNO3 é considerada um método indireto para
localizacdo das RONSs, pois o nitrato de prata se associa a proteinas nucleolares
envolvidas com a atividade transcricional dos genes ribossomais e n&o diretamente
com o DNAr (Miller et al. 1976 in Galetti Jr. e Martins 2004), sendo necessario para
determinar os cromossomos portadores de genes ribossomais, e sua posi¢ao, o
emprego da hibridagao in situ.

Entre os Loricariidae existem alguns registros de regides ricas em
GC coradas por fluorocromos, coincidentes com as regides organizadoras de
nucléolo como em: Hypostomus (Artoni et al. 1998, Artini & Bertollo 1999, Kavalco et
al. 2004) e Rineloricaria (Giuliano-Caetano 1998), entre outros.

Heteromorfismo de tamanho de RONs entre os homélogos, como foi
observado em Hypostomus sp. 3-corrego Salobrinha NUP 4247 e Hypostomus sp. 2-
rio Perdido NUP 4249, também é relatado em outras espécies de Hypostomus por
Artoni & Bertollo (1996).

Swarga et al. (1999), observou heteromorfismo de tamanho, entre os

cromossomos portadores das RONs, em exemplares de Pirinampus pirinampu
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sendo esta regiao ricas em bases CG. Embora Pendas et al. (1993) considere que a
coloragdo com Nitrato de Prata ndo seja adequada para localizacdo de genes
ribossémicos e sim para o estudo de expressdo de RONs, Swarcga et al. (2001)
confirmam os resultados acima citados utilizando hibridacao fluorescente in situ
(FISH) com sonda de DNAr 18S, sendo este heteromorfismo causado
provavelmente por crossing over desigual.

Kavalco et al. (2005) estudando espécies de Loricariidae
encontraram RONs simples, detectadas tanto por impregnagao por Nitrato de Prata
como por FISH em: Neoplecostomus microps , em posic¢ao intersticial no brago longo
de um cromossomo submetacéntrico; Harttia loricariformis em posicao terminal do
braco longo do maior cromossomo acrocéntrico; Upsilodus sp. Regidao terminal do
braco longo de um cromossomo metacéntrico de tamanho médio. Por outro lado em
Hypostomus affinis, os mesmos autores, encontraram quatro marcagdes com Nitrato
de Prata e cinco sitios de DNAr 18S, localizada na regido terminal do brago longo
de: 2 cromossomos metacéntrico; 2 acrocéntricos de tamanho médio e 1
cromossomo  acrocéntrico grande, nesta espécie também observou-se
heteromorfismo de tamanho de RONs em dois individuos.

Pelos resultados obtidos, as espécies analisadas no presente
trabalho apresentam apenas um par portador da regido organizadora de nucléolo,
através da hibridagdo in situ, sendo este resultado apenas coincidente com a
impregnacao de prata em Hypostomus sp2-rio Perdido, nas demais espécies a
técnica de impregnacao pela prata apresentou outros cromossomos que possuem

proteinas acidicas, nao relacionadas a genes ribossomais.



81

Referéncias Bibliograficas

Almeida-Toledo, L.F. & Toledo-Filho, S.A., 1985. Spontaneous triploidy and NOR
activity in Eigenmannia sp (Pisces, Sternopygidae) from the Amazon basin. Genetica
66: 85-88.

Artoni, R.F & Bertollo L.A.C, 1996. Cytogenetic studies on Hypostominae (Pisces,
Siluriformes, Loricariidae). Considerations on karyotype evolution in the genus
Hypostomus. Caryologia 49: 8 1-90.

Artoni, R.F & Bertollo L.A.C, 1999. Nature and distribution of constitutive
heterochromatin in fishes, genus Hypostomus (Loricariidae). Genetica 106: 209-214.
Artoni, R.F & Bertollo L.A.C, 2001. Trends in the Kariotype evolution of Loricariidae
fish (Siluriformes). Hereditas 134: 201-210.

Artoni, R.F, Venere P.C & Bertollo L.A.C, 1998. A heteromorphic ZZ/ZW sex
chromosome system in fish, genus Hypostomus (Loricariidae). Cytologia 63:
421 -425.

Bertollo, L.A.C., Takahashi, C.S. & Moreira-Filho, O. 1978. Citotaxonomic
considerations on Hoplias lacerdae (Pisces, Erythrinidae). Brazil. J. Genet. 1: 103-
120.

Christian, A., McNiel, E., Roinson, J., Drabek, R., LaRue, S., Waldren, C. And
Bedford, J. 1998. A versatile image analysis approach for simultaneous chromosome
identification and localization of FISH probes. Cytogenet. Cell Genet. 82:172-179.
Cuadrado, A. & Jouve, N. 1994. Mapping and organization of highly-repeated DNA
sequences by means of simultaneous and sequential FISH and C-banding in 6x-
triticale. Chromo. Res., 2: 331-338.

Galetti Jr., P.M, Silva E.B & Cerminaro R.T, 1985. A multiple NOR system in the fish

Serrasalmus spilopleura (Serrasalminae, Characidae). Brazil. J. Genet. 8: 479-484.



82

Galetti Jr., P.M. & Rasch, E. 1993. Chomosome studies in Poecilia latipunctata with
NOR polymorfism as show by silver nitrate and chromomicin As
(Teleostei:Poecilidae). Ichtyol. Explor. Freshwaters. 4(3):269-227.

Garcia, G. Scvortzoff, E. & Hernandez, A. 1995. Karyotipic heterogeneity in south
american annual kilifishes of the gennus Cynolebias (Pisces, Cyprinodontifores
Rivulidae). Cytologia. 60:103-110.

Giuliano-Caetano, L., 1998. Polimorfismo cromossémico Robertsoniano em
populacdes de Rineloricaria latirostris (Pisces, Loricariidae). Tese de Doutorado.
Universidade Federal de Sao Carlos, Sao Paulo.

Heslop-Harrison, J.S., Schwarzacher, T., Anamthaw-Jonsson, K., Leitch, A.R., Shi,
M. & Leitch, I.J. 1991. In situ hibridization with automates chromosome denaturation.
Technique- J. Meth. Cell. Mol. Biol., 3: 109-116.

Howell, W.M. & Black, D.A. 1980. Controled silver-staining of nucleolus organizer
regions with a protective colloidal devolloper: a 1-setp method. Experimentia 36:
1014-1015.

Kavalco, K.F., Pazza, R, Bertollo, L.A.C. & Moreira-Filho, O. 2005. Kariotypic
diversity and evolution of Loricariidae (Pisces, Siluriformes). Heredity. 94: 180-186.
Kavalco, K.F., Pazza, R, Bertollo, L.A.C. & Moreira-Filho, O. 2004. Heterochromatin
characterization of four fish species of the family Loricariidae (Siluriformes).
Hereditas 141: 237-242.

Levan, A.; Fredga, K. & Sandberg, A.A. 1964. Nomenclature for centromeric position
on chromossomes. Hereditas 52: 201-220.

Mantovani, M., Abel, L.D.S., Mestriner, C.A. & Moreira-Filho, O. 2000. Acentuated

polumorfhism of heterocromatin and nuclear organizer regions in Astianax



&3

scabripinnis (Pisces, Characidae): tools for understanding karyotypic evolution.
Genetica 109: 161-168.

Moreira-Filho, O. & Bertollo, L.A.C. 1990. Uma técnica alternativa para preparacdes
cromossbmicas de peixes. lll Simpdsio de Citogenética Evolutiva e Aplicada de
Peixes Neotropicais, Botucatu, SP.

Pacheco, R.B., Giuliano-Caetano, L., Dias, A.L. 2001. Cytotypes and Multiple NORs
in Astyanax altiparanae Population (Pisces, Tetragonopiterinae). Cromosome
Science 5: 109-114.

Pendas, A. M., Moram, P. and Garcia-Vasquez, E. 1993. Milti-chromosomal location
of ribosomal RNA genes and heterochromatin association in brow trout. Chrom. Res.
1:63-67.

Schweizer, D., 1980. Simultaneos, fluorescent staining of R bands and specific
heterochromatic regions (DAPI bands) in human chromosome. Cytogenet. Cell
Genet., 27: 190-193.

Sola, L., Rossi, A. R, laselli, V. et al. 1992. Cytogenetics of bisexual/unisexual
species of Poecilia . Il. Analysis of heterochromatin and nucleolar organizer regions
in Poecilia mexicana mexicana by C-banding and DAPI, quinacrine, chromomycin A3
and silver staining. Cytogenet. Cell. Genet. 60: 229-235.

Swarga, A.C. Giuliano-Caetano, L., Dias, A. L. 1999. Cytogenetic characterization
through chromosomic banding of Pirinampus pirinampu (Pisces, Pimelodidae) from
the Tibagi river basin PR/Brazil. Caryologia 1-2:31- 35.

Swarga, A.C. Giuliano-Caetano, L., Vanzela, A. L.L. and Dias, A. L. 2001.
Heteromorfism of rDNA size in Pirinampus pirinampu (Pisces: Pimelodidae) detected

by in situ Hybridization. Cytologia 66: 275-278.



84

a
1 ¢ =
-
o it
< .
'
A
3
¥
-

Figura 1 — (1) Metafases de Hypostomus cochliodon, (2) Hypostomus sp. 3-cOrrego
Salobrinha NUP 4247 e (3) Hypostomus sp.-2 rio Perdido NUP 4249 (a), apds Ag-
RON (b) Coloragao com CMAS3 e (c) hibridacao fluorescente in situ com sonda de
DNAr 188S.
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Figura 2 — Cromossomos portadores de RONs em Hypostomus sp. 2-rio Perdido
NUP 4249 evidenciando o heteromorfismo de tamanho: (a) constricdo secundaria
observada em giemsa; (b) impregnacgao pelo nitrato de prata e (c) coloragao pelo

fluorocromo CMAs.
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6 CONCLUSOES

Pelos resultados obtidos neste trabalho concluiu-se que:

1

Hypostomus cochliodon, apesar do numero dipldéide 2n=64 cromossomos em
ambos os sexos, a analise dos caridtipos de macho e fémeas, bem como a
distribuicdo diferencial de heterocromatina entre os sexos, sugere a existéncia de

um sistema de cromossomos sexuais simples do tipo XX/XY.

Pode ter ocorrido inversédo pericéntrica nas fémeas de Hypostomus cochliodon,
envolvendo os cromossomos 15 e 22, uma vez que houve alteragao na morfologia
cromossOmica, sem alteracdo do numero dipldide, consequentemente ha uma
alteracdo do numero fundamental (NF), NF=100 nos machos e NF=99 nas

fémeas.

Hypostomus sp. 3-cérrego Salobrinha apresentou polimorfismo cromossémico
numerico, com dois numeros modais distintos 2n = 82 e 2n = 84 com mudanga na
féormula cromossémica e no numero fundamental, esse polimorfismo deve-se a

presenga de dois cromossomos extras.

Em quatro exemplares de Hypostomus sp. 3-corrego Salobrinha nao foi possivel
definir o numero diploide, com linhagens celulares compostas de 2n=83 (25,6%) e
2n=84 (28,2%) cromossomos em um individuo, e 2n=82 (30,4%), 2n=83 (26,2%) e
2n=84 (32,6%) cromossomos nos outros trés, caracterizando um mosaico

genético devido a presenga de um a dois cromossomos extras.

Hypostomus sp. 2-rio Perdido apresentou numero diploide 2n=84 em todos os
exemplares analisados com férmula cariotipica de 6M + 16SM + 62ST-A e numero

fundamental igual a 106.

6 Nas trés espécies estudadas as regides heterocromaticas detectadas por banda C

apresentam marcagdes fluorescentes com CMAs3, o que evidencia que estas séo

regides GC-ricas.

7 Nenhuma das trés espécies apresentou marcagdées com DAPI, o que indica que

possivelmente regides AT-ricas sdo muito pequenas ou nao exitem.
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H. cochliodon e Hypostomus sp. 3-cérrego Salobrinha apresentaram até quatro
marcacdes com AgNOs, porém apenas um par de cromossomos exibiram sitios

marcados apos a hibridacao fluorescente in situ com sonda de rDNA 18S.

Hypostomus sp. 2-rio Perdido apresentou apenas um par de Cromossomos
marcados pela impregnagdo com nitrato de prata, evidenciando um
heteromorfismo de tamanho de RON. A hibridagcdo com a mesma sonda, também

revelou apenas um par portador de sitios de rDNA.

10 Nas trés espécies as bandas fluorescentes apds a coloracdo com CMAs3

11

apresentam padrao semelhante ao FISH.

Ocorreu 0 aumento na amplitude de variagdo para o género Hypostomus, uma
vez que o maior numero dipldide até agora descrito era 2n = 80 cromossomos,
em Hypostomus sp. E (Artoni & Bertollo 1996), porém Hypostomus sp. 3-cérrego
Salobrinha apresentou 2n = 82 cromossomos e Hypostomus sp. 2-rio Perdido 2n

= 84 cromossomos.
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7 PERSPECTIVAS

Os resultados encontrados em Hypostomus cochliodon, apontando
para um possivel sistema de cromossomos sexuais simples do tipo XX/XY, porém
nao é conclusivo devido ao fato de haver apenas um exemplar macho. Portanto,
futuras coletas de exemplares desta espécie podem ampliar a amostra, dando
condigbes para que se confirme a existéncia de cromossomos sexuais ou a
ocorréncia de polimorfismo de heterocromatina.

Como Hypostomus sp. 2-rio Perdido e Hypostomus sp. 3-cérrego
Salobrinha s&o espécies novas para a ciéncia, outros exemplares serdo coletados
para uma descrigdo segura das mesmas, expandindo os locais de coleta,
possibilitando assim a ampliacdo da amostra, bem como o estudo de outras
populacdes das referidas espécies.

Durante as coletas de Hypostomus sp. 2-rio Perdido foi capturado
um exemplar de Hypostomus sp. 1-rio Perdido, também novo para a ciéncia, e foi
citogeneticamente analisado. Este individuo apresentou 2n = 68 cromossomos, 0
padrao de distribuicdo de heterocromatina é semelhante a Hypostomus sp. 2- rio
Perdido e Hypostomus sp. 3-cérrego Salobrinha, com pequenas bandas
centroméricas e teloméricas. Regides teloméricas de varios cromossomos
acrocéntricos mostram marcas fluorescentes apds coloragdo com CMA3, sendo trés
delas mais brilhantes. Assim como nas outras espécies estudadas neste trabalho, o
DAPI ndo apresentou regides brilhantes. A impregnacédo pelo Nitrato de Prata
mostrou a presenga de Ag-RONs multiplas, porém o FISH apresenta trés
marcagdes. Poucos exemplares foram analisados, desta forma novas coletas
deverao ser realizadas neste ponto e em outros para descrigdo e caracterizagao
citogenética de Hypostomus sp. 2-rio Perdido.

Também foram coletados quatro exemplares de Ancistrus spp. No
cérrego Salobrinha e no rio Salobra. Nao foi possivel uma correta identificacdo dos
exemplares. Um individuo apresentou metafases nao sendo possivel determinar
com seguranga o numero dipldide, que variou entre 2n = 55 e 2n = 56, ndo sendo
possivel estabelecer um caridtipo padrdo, pois haviam variagdes na formula
cariotipica em cada metafase montada. No outro individuo, o numero dipldide

permaneceu constante 2n = 56 cromossomos, porem também havia variagbes na
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férmula cromossémica nas diferentes metafases. Existe uma forte evidéncia de que
ocorra pelo menos duas espécies de Ancistrus nos rios amostrados. Uma
identificacdo adequada dos exemplares coletados na regido ja esta em andamento e
novas coletas serdo realizadas, permitindo que as analises citogenéticas sejam
feitas em um numero maior de exemplares. Mariotto et al. (2004) descreve a
ocorréncia de cromossomos sexuais em Ancistrus cf. dubius coletados em riachos
da bacia do Paraguai, em Mato Grosso, somente com uma amostragem maior
poderemos comparar oS sexos e observar se cromossomos sexuais podem estar
relacionados também na variagcado observada.

Considerando as caracteristicas peculiares da regiao do Planalto da
Bodoquena, com espécies endémicas e outras ainda ndo descritas, os estudos
citogenéticos em peixes tornam-se muito interessantes, tanto para a ampliagdo do
conhecimento das caracteristicas cromossdmicas quanto para uma discussao sobre

o carater evolutivo nos Loricariidae desta regiao.



90

REFERENCIAS

Almeida-Toledo, L.F. & Toledo-Filho, S.A., 1985. Spontaneous triploidy and NOR
activity in Eigenmannia sp (Pisces, Sternopygidae) from the Amazon basin. Genetica
66: 85-88.

Alves, A.L. 2000. Analise da evolugéo dos géneros da subfamilia Hemipsilichthiinae
(Ostariophysi, Siluriformes, Loricariidae) com base em caracteres cromosso micos e
de DNA mitocondrial. MSc Thesis, Universidade Estadual Paulista. 129pp.

Andreata A.A., Almeida-Toledo L.F., Oliveira C & Toledo-Filho S.A., 1993.
Chromosome studies in Hypoptopomatinae (Pisces, Siluriformes, Loricariidae): 11
ZZ/ZW sex chromosome system, B chromosomes, and constitutive heterochromatin
differentiation in Microlepdogaster leucofrenatus. Cytogenet. Cell Genet. 63: 215-
220.

Andreata A.A., Almeida-Toledo L.F., Oliveira C. & Toledo-Filho S.A., 1994.
Cytogenetic studies on the subfamily Hypoptopomatinae (Pisces, Siluriformes,
Loricariidae). lll. Analysis of seven species. Caryologia 47: 27-37.

Andreata A.A., Aimeida-Toledo L.F., Oliveira, C. & Toledo-Filho S.A., 1992.
Chromosome studies in Hypoptopomatinae (Pisces, Siluriformes, Loricariidae): I.
XX/XY sex chromosome heteromorphism in Pseudotocinclus tietensis. Cytologia 57:
369-372.

Armbruster, J.W. 2004. Phylogenetic relationships of the suckermouth armoured
catfishes (Loricariidae) with emphasis en teh Hypostominae and the Ancistrinae.
Zoological Jounal of the Linnean Society. 141: 1-80.

Artoni R.F & Bertollo L.A.C, 1996. Cytogenetic studies on Hypostominae (Pisces,
Siluriformes, Loricariidae). Considerations on karyotype evolution in the genus
Hypostomus. Caryologia 49: 8 1-90.

Artoni R.F & Bertollo L.A.C, 1999. Nature and distribution of constitutive
heterochromatin in fishes, genus Hypostomus (Loricariidae). Genetica 106: 209-214.

Artoni R.F & Bertollo L.A.C, 2001. Trends in the Kariotype evolution of Loricariidae
fish (Siluriformes). Hereditas 134: 201-210.



91

Artoni R.F, Molina W.F, Bertollo L.A.C & Galetti Jr. P.M, 1999. Heterochromatin
analysis in the fish species Liposarcus anisitsi (Siluriformes) and Leporinus elongatus
(Characiformes). Genet. Mol. Biol. 22: 1-6.

Artoni, R.F, Venere P.C & Bertollo L.A.C, 1998. A heteromorphic ZZ/ZW sex
chromosome system in fish, genus Hypostomus (Loricariidae). Cytologia 63:
421 -425.

Bertollo, L.A.C., Takahashi, C. S. & Moreira-Filho, O. 1978. Citotaxonomic
considerations on Hoplias lacerdae (Pisces, Erythrinidae) . Brazil. J. Genet. 1:
103-120.

Boggiani, P.C. 1999. Porque Bonito € bonito? /n Scremim-Dias, E., Pott, V.J., Hora,
R.C. & Souza, P.R. Nos Jardins Submersos da Bodoquena. Editora da Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande.

Britski, H.A., Silimon, K.Z.S., Lopes, B.S. 1999. Peixes do Pantanal. Manual de
Identificacdo. Brasilia: Embrapa-SPI; Corumba: Embrapa-CPAP.

Burgess, W.E. 1989. An Atlas of Freshwater and Marine Catfishes. TFH Publications.
784p.

Carvalho, M.L., Oliveira, C., Foresti, F. 1998. Nuclear content of thirty species of
Neotropical fishes. Genet Mol Biol 21: 47-54.

Centofante, L., Bertollo, L.C.A. & Moreira-Filho, O. 2006. Cytogenetic
characterization and description of na XX/XY1Y2sex chromosome system in catfish

Hartia carvalhoil (Siluriformes, Loricariidae). Citogenet and Genome Res 112:
320-324.

Christian, A., McNiel, E., Roinson, J., Drabek, R., LaRue, S., Waldren, C. And
Bedford, J. 1998. A versatile image analysis approach for simultaneous chromosome
identification and localization of FISH probes. Cytogenet. Cell Genet. 82:172-179.

Cuadrado, A. & Jouve, N. 1994. Mapping and organization of highly-repeated DNA
sequences by means of simultaneous and sequential FISH and C-banding in 6x-
triticale. Chromo. Res., 2: 331-338.



92

Damasceno Jr., G.A.; Nakajima, J.N. & Rezende, U.M. 2000. Levantamento floristico
das cabeceiras dos rios Ne gro, Aquidauana, Taquari, Miranda no Pantanal, Mato
Grosso do Sul, Brasil. Pp. 152-162 In Willink, P.W.; Chernoff, B.; Alonso, L.;
Montambault, J.R. & Lourival, R., Eds. RAP Bulletin of Biological Assesment, 18:
Uma Avaliagao Bioldégica dos Ecossistemas Aquaticos do Pantanal, Mato Grosso do
Sul, Brasil. Conservation International, Washington.

Fenocchio, A.S. 1993. Cromossomos supranumerarios no género Rhamdia (Pisces).
Caracterizacdo cromossémica e consideracdes sobre a evolugao cariotipica nos
Siluroidei. PhD Thesis, Universidade de Sao Paulo. 122pp.

Froehlich, O. 2003 Padrdes de variagao da riqueza de espécies e composicao
de comunidades de peixes em poc¢des de um riacho da serra da bodoquena,
MS. Tese de Mestrado Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Mato
Grosso do Sul, 27pp.

Galetti Jr., P.M, Silva E.B & Cerminaro R.T, 1985. A multiple NOR system in the fish
Serrasalmus spilopleura (Serrasalminae, Characidae). Brazil. J. Genet. 8: 479-484.

Giuliano-Caetano, L., 1998. Polimorfismo cromossémico Robertsoniano em
populagdes de Rineloricaria latirostris (Pisces, Loricariidae). Tese de Doutorado.
Universidade Federal de Sao Carlos, Sao Paulo.

Guerra, M. (1988). Introducéo a Citogenética Geral. Ed. Guanabara Koogan: Rio de
Janeiro-RJ. 142p.

Heslop-Harrison, J.S.; Schwarzacher, T.; Anamthaw-Jonsson, K.; Leitch, A.R.; Shi,
M. & Leitch, 1.J. 1991. In situ hibridization with automates chromosome denaturation.
Technique- J. Meth. Cell. Mol. Biol., 3: 109-116.

Howell, W.M. & Black, D.A. 1980. Controled silver-staining of nucleolus organizer
regions with a protective colloidal devolloper: a 1-setp method. Experimentia 36:
1014-1015.

Kavalco, K.F., Pazza, R, Bertollo, L.A.C. & Moreira-Filho, O. 2005. Kariotypic
diversity and evolution of Loricariidae (Pisces, Siluriformes). Heredity. 94: 180-186.

Lara M.C.S, 1998. Aspectos citogeneticos de quatro especies de peixes da
subfamilia Ancistrinae (Siluriformes, Loricariidae) da Bacia do rio Parana. Tese de
Mestrado. Universidade Estadual de Maringa, Parana.46 pp.



93

Lara-Kamei, M.C.S. & Julio Jr., H.F. 2002. Diversidade cromossémica em espécies
do género Hypostomus (Loricariidae, Hypostominae) de um riacho da bacia do Rio
Parana. Anais do IX Simpésio de Citogenética e Genética de Peixes, Maringa-PR,

Brasil, p. 63.

Levan, A.; Fredga, K. & Sandberg, A.A. 1964. Nomenclature for centromeric position
on chromossomes. Hereditas 52: 201-220.

Mantovani, M., Abel, L.D.S., Mestriner, C.A. & Moreira-Filho, O. 2000. Acentuated
polumorfhism of heterocromatin and nuclear organizer regions in Astianax
scabripinnis (Pisces, Characidae): tools for understanding karyotypic evolution.
Genetica 109: 161-168.

Mariotto S., Artoni, R.F. & Miyazawa, C.S. 2004. Occurrence of sexual chromosome,
of the type ZZ/ZW, in Ancistrus cf . dubius(Loricariidae, Ancistrinae) of the Paraguay
River Basin, Mato Grosso, Brazil. Caryologia. 57(4): 327-331.

Michelle J.L., Takahashi C.S. & Ferrari I. 1977. Karyotypic studies of some species of
the family Loricariidae (Pisces). Cytologia 42: 539-546.

Montoya-Burgos, J.l. 2003. Historical biogeography of the catfish equs Hypostomus
(Siluriformes: Loricariidae), with implications on the diversification of Neotropical
ichthyofauna. Molecular Ecology. 12: 1855-1867.

Moreira-Filho, O. & Bertollo, L.A.C. 1990. Uma técnica alternativa para preparacdes
cromossOmicas de peixes. lll Simpdsio de Citogenética Evolutiva e Aplicada de
Peixes Neotropicais, Botucatu, SP.

Pacheco, R.B., Giuliano-Caetano, L., Dias, A.L. 2001. Cytotypes and Multiple NORs
in Astyanax altiparanae Population (Pisces, Tetragonopiterinae). Cromosome
Science 5: 109-114.

Scavone M.D. & Julio Jr. H.F. 1995. Cytogenetics analysis and heterochromatin
distribution in ZZ/ZW sex chromosomes of the mailed catfish Loricariichtys
platymetopon (Loricariidae: Siluriformes). Brazil. J. Genet. 18: 31 -35.

Scavone M.D. & Julio Jr., H.F. 1994. Cytogenetic analysis and probable
supernumerary chromosomes of Loricaria prolixa and Loricaria sp. females
(Loricariidae-Siluriformes) from the Parana river basin. Rev. Ictiol. 213: 41-47.



94

Scavone, M.D.P. 1993. Analise citogenética de espécies dos géneros Loricaria e
Loricariichthys (Loricariidae, Siluriformes) da bacia do rio Parana . MSc Thesis,
Universidade Estadual de Maringa. 82pp.

SEMA/MS - Secretaria de Meio Ambiente de Mato Grosso do Sul
http://www.sema.ms.gov.br/parque_nacional_da_serra_da_bodo.htm

Sumner, A.T. 1972. A simple techinique for demostrating centromeric
heterocromatin. Experimental Cell Research. 75: 304-306.

White, M.J.D. 1973. The evolution of sex determination. |. Simple systems. Animal
cytology and evolution. The University Press, Cambridge, pp.573-626.

Willink, P.W., Froehlich, O., Machado-Allison, A., Menezes, N.A., Oyakawa, O.T.,
Catella, A.C., Chernoff, B., Lima, F.C.T., Toledo Piza, M., Ortega, H., Zanata, AM. &
Barriga, R. 2000. Diversidade, Distribuicédo, e Habitats Criticos dos Peixes dos Rios:
Negro, Negrinho, Taboco, Taquari € Miranda, e sua Importancia para Conservagao e
Desenvolvimento Sustentavel do Pantanal, Mato Grosso do Sul, Brasil. In Willink,
P.W., Chernoff, B., Alonso, L., Montambault, J.R. & Lourival, R. Uma Avaliacao
Biologica dos Ecossistemas Aquaticos do Pantanal, Mato Grosso do Sul, Brasil.
Conservation International, Washington.



ANEXOS

95



96

ANEXO 1
Chave provisoria para os Hypostomus do Planalto da Bodoquena,
elaborada pelo Prof° Dr° Claudio Zawadski, da Universidade Estadual de
Maringa - UEM.
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Anexo 1 — Chave provisoéria para os Hypostomus do Planalto da Bodoquena,

1.

elaborada pelo Prof®° Dr° Claudio Zawadski, da Universidade
Estadual de Maringa - UEM

Pintas escuras pequenas, conspicuas e proximas umas das outras;
comprimento da adiposa igual ou maior do que a altura minima do
pedunculo caudal nos adultos; dorsal ndo alcangando duas placas antes da
adiposa; regiado inferior da cabega totalmente coberta por placas, com

excecgao da regido coberta pelo labio inferior; dentes delgados e compridos;

quilha no pterotico-supracleitro (veja Armbruster,
2003). e Hypostomus sp. 1 rio Perdido (NUP
4248)

1’.Sem estas caracteristiCas.............oov oo 2

2.

Pintas escuras relativamente grandes e relativamente conspicuas; sem
quilhas evidentes nas séries dorsal e dorsal-média; aproximadamente 10
dentes no dentario ou prémaxilar; nadadeiras ventrais quase ou apenas
alcancando a origem da anal; didmetro do olho aproximadamente 6,8 vezes
no comprimento da cabeca
..................................................................................................... Hypostomus
sp. 2 rio Perdido (NUP 4249).

. Pintas escuras conspicuas apenas sobre as nadadeiras, inconspicuas

sobre o corpo; quilhas evidentes nas séries dorsal e dorsal-média;
aproximadamente 20 dentes no dentaria ou prémaxilar; nadadeiras ventrais
nitidamente ultrapassando a origem da anal; didmetro do olho
aproximadamente 56  vezes no comprimento da cabeca
..................................................... Hypostomus sp. 3 corrego Salobrinha
(NUP 4247)
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ANEXO 2
Tabelas de contagens cromossdmicas em Hypostomus cochliodon,
Hypostomus sp. 2-rio Perdido NUP 4249 e Hypostomus sp. 3-corrego
Salobrinha NUP 4247.
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Anexo 2 — Tabelas de contagens cromossémicas em Hypostomus cochliodon,

Hypostomus sp. 2-rio Perdido NUP 4249 e Hypostomus sp. 3-

corrego Salobrinha NUP 4247

Tabela 2 — Numero de cromossomos de macho (M), fémeas (F) e individuos jovens
(J) de Hypostomus cochliodon. Em negrito o numero dipldide modal

observado.
Numero e " NOmero de cromossomos Total de
sexo 60 61 62 63 64 65 células
03J 1 1 5 5 18 30
04F 1 4 7 20 1 32
05F 1 3 8 22 34
06F 6 5 19 30
07F 1 1 6 3 21 32
08J 1 4 5 20 30
09J 2 1 5 5 21 1 35
T1M 2 1 6 2 25 1 37
17F 1 7 8 17 33
19J 1 2 6 4 23 36
20J 5 6 19 30
28F 1 4 6 22 33
29F 1 1 9 5 16 1 33
Total 425
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Tabela 3 — Numero de cromossomos de macho (M), fémeas (F) e individuos jovens
(J) de Hypostomus sp. 3-corrego Salobrinha NUP 4247. Em negrito os

diferentes numeros dipldides modais observados.

Numero e Numero de cromossomos Total de
sexo 80 81 82 83 84 g5  celulas
01J 2 3 7 4 14 30

02J 2 2 7 5 15 1 32
10M 1 3 2 24 30
12M 6 4 5 10 11 1 39

13F 4 15 14 18 2 53
14M 8 6 18 4 3 39

16F 4 5 18 7 9 1 45

21F 2 1 5 4 19 1 32

22J 2 1 15 12 14 44

26J 2 2 9 1 17 31

27J 1 1 9 21 32
30F 8 5 12 10 8 1 44

31 3 4 7 4 18 1 37
1T320tal 526
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Tabela 4 - Citétipos, frequéncia e quantidade de machos (M), fémeas (F) e
individuos jovens (J) de Hypostomus sp. 3-corrego Salobrinha NUP

4247.
Ci'tétipo- | ' -Freqiiéncia Yo Quantidade/Sexo
2n=82 14,28 ™M 1F
2n=84 50,00 1M 1F 5J
2n=83/2n=84 7,15 ™
2n=82/2n=83/2n=84 28,57 2F 1)

Total 100 3M 4F 6J
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Tabela 5 — Numero de cromossomos de machos (M) e fémea (F) de Hypostomus sp.

2-rio Perdido NUP 4249.

Numero e Numero de cromossomos Total de
Sexo 83 a4 células
36F 2 23 30
37TM 7 25 34
38M 5 21 33
40M 4 18 30
41M 3 19 31
Total 158
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