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RESUMO

No presente trabalho foram analisadas doze espécies de peixes, de trés géneros, pertencentes a
familia Cichlidae, coletadas em bacias hidrogréaficas distintas. Crenicichla britskii, C.
haroldoi, C. niederleinii e Cichlasoma paranaense foram coletadas na bacia do rio
Paranapanema; Gymnogeophagus rhabdotus, G. lacustris, Cichlasoma portalegrense,
Crenicichla lepidota, C. punctata e C. maculata coletadas na bacia do sistema hidrografico
Laguna dos Patos/RS. Crenicichla lepidota, C. semifasciata e Cichlasoma dimerus coletadas
na bacia do rio Paraguai/MS. Os dados citogenéticos revelaram que todos os individuos
apresentaram 2n=48, mas com diferencas nas formulas cariotipicas. As espécies do género
Crenicichla apresentaram: 6m+42st-a (NF=54) para C. lepidota e C. maculata;
6m+4sm+38st-a (NF=58) para C. haroldoi; 4m+6sm+38st-a (NF=58) para C. britskii, C.
punctata e C. niederleinii e 4m-sm+44st-a (NF=52) para C. semifasciata. As espécies do
género Cichlasoma apresentaram formula cariotipica de: 14m-sm+34st-a (NF=62) para C.
portalegrense e C.paranaense (populacdo do ribeirdo Taquari/PR); 12m-sm+36st-a (NF=60)
para C. dimerus e 4m-sm+44st-a (NF=52) para C. paranaense (populacdo do rio
Paranapanema/SP). Para as duas espécies de Gymnogeophagus as constituicoes
cromossomicas foram: 4m+4sm+40st-a (NF=56) para G. lacustris e 4m+2sm+42st-a (NF=54)
para G. rhabdotus. Em Crenicichla lepidota, das populacbes do Saco da Alemoa e
Gasometro, ambas da Laguna dos Patos, foi observada a presenca de 1 a 3 cromossomos B de
tamanho pequeno, com variagdo tanto inter quanto intraindividual, sendo totalmente
heterocroméaticos. Nas analises meidticas dessa espécie, foram detectadas regides
heteropicndticas, evidentes nas fases iniciais da profase I, que poderiam ser 0s cromossomo
B; em paquitenos, foram observados 24 bivalentes e um univalente isolado, provavelmente o
cromossomo B, assim como em metéafases | e dipldteno. Na fase de diacinese foi evidenciada
uma configuragdo meidtica incomum, onde dois bivalentes do complemento A se mostravam
mais proximos ao cromossomo B univalente e, em anéafase I, foram visualizados Bs com
migracdo tardia. Em todas as espécies foram detectadas RONs simples, exceto Crenicichla
britskii e Cichlasoma paranaense, ambas do rio Paranapanema, e Gymnogeophagus
rhabdotus que apresentaram uma variacdo de 3 a 4 cromossomos marcados pela prata. As
RONs foram coincidentes com as constricbes secundarias, exceto em C. britskii do rio
Paranapanema que apresentou apenas um dos pares (par 5) correspondente com a constri¢cao
secundaria. C. britskii do rio Paranapanema e C. maculata apresentaram heteromorfismo de
tamanho da RON, também visualizado com a coloracdo de Giemsa. A heterocromatina
mostrou-se distribuida nas regides pericentroméricas da maioria dos cromossomos do
complemento, em todas as espécies, sendo que as constricdes secundarias revelaram-se
heterocromaticas, assim como as RONs, com excecdo de C. britskii do rio Paranapanema. Em
Cichlasoma paranaense (populagdo do rio Paranapanema), foi visualizada uma banda
heterocromatica intersticial, CMA3 positiva, no braco longo de um par st-a (cromossomo 5).
As RONs mostraram-se positivas para CMAg3, revelando-se ricas em pares GC, entretanto, em
C. britskii do rio Paranapanema foi observado que um dos pares da RON (par 6) ndo se
mostrou fluorescente. A coloracdo pelo DAPI néo revelou nenhuma marcacao, indicando que
nestas espécies ndo ha regides ricas em AT. Os dados apresentados confirmam o nimero



diploide conservativo na familia Cichlidae entretanto, também revelam uma diversidade
cariotipica entre diferentes espécies e populacfes revelando que rearranjos cromossémicos
estruturais fazem parte do processo evolutivo deste grupo de peixes.

Palavras-chave: Cichlasoma. Crenicichla. banda C. Cromossomos supranumerarios. FISH.
Fluorocromos. Gymnogeophagus. Meiose. RON.
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ABSTRACT

In the present study, we analyzed twelve fish species from three genera belonging to the
Cichlidae family, collected in different hydrographic basins. Crenicichla britskii, C. haroldoi,
C. niederleinii and Cichlasoma paranaense were collected in the Paranapanema river basin;
Gymnogeophagus rhabdotus, G. lacustris, Cichlasoma portalegrense, Crenicichla lepidota,
C. punctata and C. maculata were collected in the basin comprising the Laguna dos Patos/RS
hydrographic system. Crenicichla lepidota, C. semifasciata and Cichlasoma dimerus were
collected in the Paraguay/MS river basin. The cytogenetic data revealed that all individuals
had 2n = 48, but with differences in karyotypic formulas. Species from the genus Crenicichla
presented: 6m+42st-a (FN=54) for C. lepidota and C. maculata; 6m+4sm+38st-a (NF=58) for
C. haroldoi; 4m+6sm+38st-a (FN=58) for C. britskii, C. punctata and C. niederleinii and 4m-
sm+44st-a (FN=52) for C. semifasciata. The species from the Cichlasoma genus exhibited a
karyotype formula of: 14m-sm+34st-a (FN=62) for C. portalegrense and C. paranaense
(Taquari stream/PR population); 12m-sm+36st-a (FN=60) for C. dimerus and 4m-sm+44st-a
(FN=52) for C. paranaense (Paranapanema river/SP population). In the Gymnogeophagus
species, the chromosomal constitutions were: 4m+4sm+40st-a (FN=56) for G. lacustris and
4m+2sm+42st-a (FN=54) for G. rhabdotus. In Crenicichla lepidota from the Saco da Alemoa
and Gasometro populations, both belonging to Laguna dos Patos, we observed 1 to 3 B
chromosomes of a small size (totally heterochromatic), with inter and intraindividual
variation. Meiotic analyzes in this species detected some heteropycnotic regions, evidenced in
the early stages of prophase I, which could be the B chromosomes; in the pachytene stage, as
in metaphase | and diplotene, 24 bivalents and one isolated univalent were observed, probably
the B chromosome. In diakinesis stage an unusual meiotic configuration was evidenced,
where two bivalents from the A complement were closer to the univalent B chromosome and,
in anaphase I, Bs with late migration were visualized. Simple NORs were detected in all
species, except for Crenicichla britskii and Cichlasoma paranaense, both from Paranapanema
river, and Gymnogeophagus rhabdotus which showed a variation of 3-4 chromosomes stained
by silver. The NORs were coincident with the secondary constrictions, except for C. britskii
from the Paranapanema river, which showed only one pair (pair 5) corresponding to the
secondary constriction. C. britskii from the Paranapanema river and C. maculata showed a
NOR-size heteromorphism also visualized through Giemsa staining. In all species, the
heterochromatin was distributed in the pericentromeric regions of most chromosomes from
the complement, and the secondary constrictions revealed a heterochromatic pattern, as well
as NORs, except in C. britskii from the Paranapanema river. In Cichlasoma paranaense
(Paranapanema river population), a single heterochromatic interstitial band was visualized on
the long arm of a st-a pair (chromosome 5). The NORs were positive for CMA;3, revealing
rich in GC pairs, however, in C. britskii (Paranapanema river population) we observed that
one of the NOR pairs (pair 6) was not fluorescent. The DAPI staining showed no marking,
indicating that there are no AT-rich regions in the species analyzed herein. The data presented
confirm the conservative diploid number of the Cichlidae family, however, also reveal a
karyotypic diversity among different species and populations indicating that structural



chromosomal rearrangements must play a role in the evolutionary process of this group of
fish.

Keywords: Cichlasoma. Crenicichla. C banding. Supernumerary chromosomes. FISH.
Fluorochrome. Gymnogeophagus. Meiosis. NOR.
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1 INTRODUCAO

1.1  CONSIDERACOES GERAIS SOBRE A FAMILIA CICHLIDAE

A ordem Perciformes é a maior dentre os Teleostei, sendo considerada a
mais diversificada, compreendendo entre as suas 20 subordens, cerca de 160 familias, com
aproximadamente 1.540 géneros e 10.033 espécies (NELSON, 2006). As espécies que
compdem esta ordem estdo amplamente distribuidas e dominam a vida oceénica entre 0s
vertebrados, além de formarem o maior componente da ictiofauna em muitos ambientes
dulcicolas tropicais e subtropicais. No entanto, cerca de 60% das espécies descritas habitam a
regidao neotropical e se encontram em apenas oito familias: Gobiidae, Cichlidae, Labridae,
Serranidae, Blenniidae, Pomacentridae, Sciaenidae e Apogonidae. E, devido a sensibilidade a
baixas temperaturas, raramente ocorre espécies no extremo sul da América do Sul e extremo
Norte da América do Norte (BURGESS, 1991).

Do ponto de vista filogenético, a maioria das familias dessa ordem néo
apresenta caracteres morfologicos derivados e compartilhados ou uma combinagdo de
caracteres, que possam definir os Perciformes como um grupo monofilético ndo podendo,
assim, ser definido cladisticamente, sendo claramente um grupo polifilético e, portanto, ndo
natural (BRUM, 1994; NELSON, 2006). Lauder e Liem (1983) acreditam que o0s peixes da
ordem Perciformes sejam um grupo evolutivo basal e que varios outros grupos sao derivados
deste. Quando comparados aos teledsteos inferiores, este grupo alcangou um nivel evolutivo
significante, apesar de ser um grupo diverso ecoldgica e morfologicamente (NELSON, 2006).

A familia Cichlidae representa 0 maior e mais diversificado grupo de peixes
entre os Perciformes Neotropicais, sendo considerado um dos maiores grupos de teledsteos,
com cerca de 1600 véalidas espécies distribuidas em, aproximadamente, 227 géneros, apesar
de serem estimadas mais de 2.000 espécies, e a grande maioria habita a Africa e América do
Sul, com algumas espécies encontradas na América Central e do Norte e em partes da Asia
(KULLANDER, 1998, MOYLE e CECH JUNIOR, 2000). As outras familias de Perciformes
ricas em espécies sdao: a Percidae, na Europa e América do Norte com 175 espécies, e a
Osphoronemidae, no sul da Asia, com 60 espécies (NELSON, 2006).

Caracteristicas morfologicas marcantes nos representantes da familia
Cichlidae, assim como nos Scianidae, séo os raios anteriores da dorsal e anal e o primeiro raio

da ventral transformados em espinhos, entretanto, somente os ciclideos apresentam a linha
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lateral interrompida, uma anterior, que corre mais dorsalmente e outra posterior que corre
sobre 0 meio do pedunculo caudal (BRITSKI et al., 1986).

Os ciclideos sdo um importante grupo de peixes da regido neotropical e, em
sua maioria, sao peixes adaptados a ambientes Iénticos, ocorrendo em uma grande diversidade
de ambientes aquaticos, sendo comumente encontrados em lagoas marginais, lagos e mesmo
em rios e riachos de todas as regides do Brasil (BUCKUP, 1999; MOYLE e CECH JUNIOR,
2000). O principal fator que facilita a especiacdo nos ciclideos é o fato de adaptarem-se a
ambientes com certas condi¢Oes extremas e, a maior parte deles, terem adaptacdes em relacédo
a alimentacdo. Talvez, a riqueza e diversidade de espécies quanto a adaptagdes troficas
estejam diretamente relacionadas a larga exploracdo de habitats e nichos (MOYLE e CECH
JUNIOR, 2000). Uma caracteristica marcante é a sua tendéncia de formar grupos
extremamente especializados nos grandes lagos, especialmente na Africa, nos lagos Victoria,
Malawi e Tanganika (FRYER e ILES, 1972; RIBBINK, 1990). Nestes lagos, estima-se que
ocorram cerca de 500 ou mais espécies no lago Victoria (SEEHAUSEN, 1996), cerca de 500-
700 (alguns estimam cerca de 1.000) espécies no lago Malawi (TURNER et al., 2001),
enquanto que o Lago Tanganika possui aproximandamente 200-250 especies de ciclideos
(SNOEKS et al., 1994).

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

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

A familia Cichlidae tem sido considerada um grupo monofilético, sendo

extensivamente estudada porque constitui um exemplo de irradiacdo adaptativa. Kullander
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(1998) propds uma arvore filogenética para a familia Cichlidae baseada em caracteres
morfologicos, onde organizou os ciclideos compreendendo as seguintes subfamilias:
Etroplinae, Pseudocrenilabrinae, Retroculinae, Cichlinae (tribos: Crenicichlini e Cichlini),
Heterochromidinae, Astronotinae (tribos: Astronotini e Chaetobranchini), Geophaginae
(tribos: Geophagini, Acarichthyini e Crenicaratini) e Cichlasomatinae (tribos: Acaroninii,
Cichlasomatini e Heroini). Neste mesmo estudo, Kullander propds que o género Retroculus é
considerado 0 mais basal dos ciclideos neotropicais, seguido por Cichla e Crenicichla, que
sdo considerados grupos irmaos.

Farias et al. (2000), utilizando dados morfologicos e moleculares
disponiveis, propuseram uma nova arvore filogenética para os Cichlidae, sendo esta analise
considerada a mais completa para os ciclideos sulamericanos. Esta nova filogenia mostrou-se
bastante semelhante a anteriormente proposta por Kullander (1998), corroborando os dados
que os ciclideos africanos e neotropicais pertencem claramente a diferentes clados
monofiléticos. Entretanto, algumas diferencas foram observadas como em relacdo a
localizacdo do género Crenicichla, o qual Farias et al. (2000) ndo consideram como sendo
basal e sim localizado junto a subfamilia Geophaginae; segundo estes autores 0s géneros
basais sdo: Retroculus, Cichla e Astronotus. Outras diferengas foram em relagdo a Acaronia
que ndo pertence mais a tribo Acaroninii, sendo incluida agora na tribo Cichlasomatini, dentro
da subfamilia Cichlasomatinae; e ao género Heterochromis, que Kullander (1998) o considera
um ciclideo neotropical e na nova arvore filogenética, proposta por Farias et al. (2000), este
género pertence ao clado dos ciclideos africanos.

Apesar das diferencas observadas, Kullander (1998; 2003) e Farias et al.
(2000) concordam que a familia Cichlidae é subdividida em oito subfamilias, sendo trés
consideradas do “velho mundo” (Etroplinae, Pseudocrenilabrinae e Heterochromidinae) e
cinco do “novo mundo” (Retroculinae, Cichlinae, Astronotinae, Geophaginae e

Cichlasomatinae).

1.2 ASPECTOS CITOGENETICOS DA FAaMiLIA CICHLIDAE

Os estudos citogenéticos em peixes tém crescido de forma expansiva ao
longo dos anos, mas continuam sendo poucos os dados obtidos, quando comparados a outras
classes de vertebrados. Um levantamento realizado por Brum (1995), relatou a existéncia de

informacdes cromossémicas sobre peixes para somente 14% das espécies conhecidas.
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Na ordem Perciformes, caracterizada como a maior e a mais diversificada
dentre os Teleosteos, os dados citogenéticos podem ser considerados escassos,
particularmente em espécies marinhas, apesar da grande maioria dos representantes desta
ordem habitarem este ambiente. Segundo Affonso (2000), foram descritos cari6tipos de cerca
de 600 espécies de Perciformes correspondendo, aproximadamente, a 7% do numero de
especies descritas para esta ordem, de modo que 80% das espécies descritas
citogeneticamente sdo de populacbes dulcicolas. Segundo Feldberg et al. (2003), das 150
familias de Perciformes, em 50 delas sdo encontradas, no minimo, uma espécie cariotipada.

O numero dipldide (2n) mais frequente encontrado nos Perciformes é o de
48, com predominancia de cromossomos acrocéntricos, sendo uma caracteristica altamente
conservativa no grupo. No entanto, o nimero fundamental (NF) e, consequentemente, as
férmulas cariotipicas, apresentam uma grande variacdo, com a maioria das espécies
apresentando um NF igual ou superior a 48 (FELDBERG et al., 2003; POLETTO et al.,
2010a; entre outros).

Os padrBes divergentes de caridtipos em Perciformes sdo encontrados,
preferencialmente, nas espécies dulcicolas, representadas na sua maioria pela familia
Cichlidae, que é a mais estudada citogeneticamente, ou em outras familias como os Gobiidae
e Bleniidae, que apresentam habitos mais sedentarios. No entanto, dados cromossdmicos de
ciclideos sdo conhecidos para apenas 25% de suas espécies (OLIVEIRA et al., 2007). Essa
constatacdo parece corroborar a importancia do isolamento geografico, vagilidade e tamanho
populacional na formacédo e fixagdo de rearranjos cromossomicos durante a evolucdo das
especies e contribuindo para maior grau de variacdo entre as populacdes (BRUM, 1996;
BRUM e GALETTI JUNIOR, 1997; GALETTI JUNIOR et al., 2000).

Os primeiros estudos citogenéticos realizados na familia Cichlidae
iniciaram-se com Post, em 1965, nas espécies Hemichromis bimaculatus, Neolamprolous
leleupi, Oreochromis alcalicus, Pseudocrenilabrus multicolor e Pseudocrenilabrus
multicolor. Entre as 1600 espécies conhecidas apenas 149 tém sido analisadas
cariotipicamente em estudos onde, na maioria das vezes, estdo limitados & determinacdo do
namero dipldide (2n), o qual foi encontrado variando de 32 a 60 cromossomos, conforme
pode ser visto na tabela abaixo, que compila os dados citogenéticos da familia Cichidae,

segundo a filogenia, baseada em caracteres morfoldgicos, proposta por Kullander (1998).



Tabela 1 - Dados cariotipicos da familia Cichlidae (2n = nimero diploide, NF = numero fundamental, Ref. = referéncias).

Subfamilia Espécies Localidade 2n  Formula Cariotipica  NF Ref.
Etroplinae Etroplus maculatus 46 - - 8
Fonte Comercial, Botucatu/SP (Brasil) 46 18m,sm+18st,a+10 micr 83
E. suratensis 48 - - 8
Pseudocrenilabrinae Astatotilapia burtoni Fonte Comercial, Maryland (Estados Unidos) 44 14m,sm+30st,a 79
40 14m,s,+26st,a 83
A. latifasciata Fonte Comercial, Botucatu/SP (Brasil) 12ms,m+32st,a 83
Haplochromis burtoni Africa 40 14m,sm+26st,a 54 21
H. flaviijosephi Mar da Galiléia 44 10m,sm+34st,a 54 16
H. obliquidens Fonte Comercial, Botucatu/SP (Brasil) 44 12m,sm+32st,a - 76;80
Fonte Comercial, Botucatu/SP (Brasil) 44 14m,sm+30st,a 77
Hemichromis bimaculatus 44 - - 3
44 - 88 15
Fonte Comercial, Botucatu/SP (Brasil) 44 8m,sm+36st,a 79
Fonte Comercial, Botucatu/SP (Brasil) 44 4m,sm+40st,a 80;83
Labeotropheus trewavasae Fonte Comercial, Botucatu/SP (Brasil) 44 12m,sm+32st,a 79
Fonte Comercial, Maryland (Estados Unidos) 44 14m,sm+30st,a 83
Lithocromis rubripinnis ilha Matumbi (Africa) 44 14m,sm+30st,a 82
Melanochromis auratus Africa 46 12m,sm+34st,a 58 21
Fonte Comercial, Botucatu/SP (Brasil) 44 12m,sm+32st,a 79
Fonte Comercial, Botucatu/SP (Brasil) 44 10m,sm+34st,a 80
Metriaclima lombardoi Fonte Comercial, Maryland (Estados Unidos) 44 14m,sm+30st,a 83
Neolamprolous leleupi 48 - - 3
Oreochromis alcalicus 48 - - 3
O. andersonii 44 4m,sm+40st,a 48 20
44 6m,sm+38st,a 50 20
O. aureus Mar da Galiléia 44 10m,sm+34st,a 54 16
44 6m,sm+38st,a 50 21
Fonte Comercial, Stirling (Escécia) 44 12m,sm+32st,a 79
Fonte Comercial, Maryland (Estados Unidos) 44 2m,sm+42st,a 83
O. macrochir Zaire (Africa) 44 - - 6
44 6m,sm+38st,a 50 20
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0. mossambicus 44 - - 9:11
44 44m,sm 88 5
Fonte Comercial, Stirling (Escécia) 44 8m,sm+36st,a 79
Fonte Comercial Guangdong (China) 44 6m,sm+42st,a 81
Fonte Comercial, Maryland (Estados Unidos) 44 4m,sm+44st,a 83
O. niloticus Piscicultura 40 - - 11
44 4m,sm+40st,a 48 2:;6;18;
27;32;62
Fonte Comercial, Stirling (Escécia) 44 6m,sm+38st,a 79
rio Tieté/SP (Brasil); Fonte Comercial, Maryland 44 2m,sm+42st,a 80;83
(Estados Unidos)
O. urolepis Fonte Comercial Guangdong (China) 44 6m,sm+38st,a 81
Pelvicachromis pulcher 48 - - 3
Pseudocrenilabrus multicolor 44 - - 3
Sarotherodon galilaeus 44 - - 11; 13; 16
44 6m,sm+38st,a 50 20
S. mossambica Africa 44 6m,sm+38st,a 50 21
S. multifasciatus 44 - - 22
Tilapia busumana 44 - - 22
T. congica Zaire (Africa) 44 10m,sm+34st,a 54 20
T. guineensis 44 8m,sm+36st,a 52 20
T. macrocephala 32 - - 1
T. mariae Africa 40 4m,sm+36st,a 44 20
40 8m,sm+32st,a 48 21
Fonte Comercial, Maryland (Estados Unidos) 40 10m,sm+30st,a 79
T. rendalli Ribeirdo Preto/SP (Brasil) 44 16m,sm+28st,a 60 14
rio Iguagu/PR (Brasil); Fonte Comercial, Stirling 44 10m,sm+34st,a 54 52;79
(Escocia)
T. sparrmanii Zaire (Africa) 42 8m,sm+34st,a 50 20; 21
T. zillii 38 - - 13
Mar da Galiléia 44 10m,sm+34st,a 54 16
Tristramella sacra Mar da Galiléia 44 6m,sm+38st,a 50 16
T. simonies Mar da Galiléia 44 6m,sm+38st,a 50 16
Retroculinae Retroculus lapidifer rio Araguaia/MT (Brasil) 48 48st,a 77;84
Cichlinae Cichla sp. rio Tucurui/PA; rio Amazonas/AM (Brasil) 48 48st,a 48 29;43
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C. kelberi rio Araguaia/MT; rio Tieté/SP (Brasil) 48 48st,a 48 77;83
C. monoculus rio Amazonas/AM (Brasil) 48 48st,a 48 43
C. piquiti rio Araguaia/MT (Brasil) 48 48st,a 48 77;84
C. temensis Fonte comercial; Amazonas/AM; rio 48 48st,a 48  17;43;77
Tocantins/TO (Brasil)
C. orinocensis rio Orinoco (Venezuela) 48 48st,a 48 77
Crenicichla sp. 46 - - 40
rio Parana (Argentina) 48 6m,sm+42st,a 54 34;41
rio Itajai-Agu /SC (Brasil) 48 8m,sm+40st,a 56 56
Crenicichla sp. 1 rio Iguagu/PR (Brasil) 48 8m,sm+40st,a 56 68
Crenicichla sp. 2 rio Iguagu/PR (Brasil) 48 8m,sm+40st,a 56 68
Crenicichla sp. A rio Amazonas/AM (Brasil) 48 6m,sm+42st,a 54 36
Crenicichla sp. B rio Amazonas/AM (Brasil) 48 8m,sm+40st,a 56 36
C. britskii rio Jupia/PR (Brasil) 48 8m,sm+40st,a 56 60
rio Olaria/SP (Brasil) 48 6m,sm+42st,a 77
Crenicichla aff. britskii rio Olaria/SP (Brasil) 48 6m,sm+42st,a 77
C. cincta rio Amazonas/AM (Brasil) 48 8m,sm+40st,a 56 60
Crenicichla aff. haroldoi rio Olaria/SP (Brasil) 48 6m,sm+42st,a 77
C. iguassuensis rio Iguagu/PR (Brasil) 48 6m,sm+42st,a 54 63
rio Iguagu/PR (Brasil) 48 8m,sm+40st,a 56 68
C.inpa rio Amazonas/AM (Brasil) 48 6m,sm+42st,a 54 60
Crenicichla cf. johanna rio Cataldo/AM (Brasil) 48 8m,sm+40st,a 56 60
C. jupiaensis 48 2m+4sm+10st+32a 64 72
C. lacustris Registro (SP) 48 6m,sm+42st,a 54 25;26
rio Cacdo/RJ (Brasil) 48 10m,sm+38st,a 58 61
C. lepidota Miranda/MS; Rio Parana/PR; rio Sdo Goncalo/RS; 48 6m,sm+42st,a 54  17;25;26;
lagoa Comprida/MT (Brasil); Misiones 37;58;75;
(Argentina) 77
C. lucius Fonte comercial 48 - - 17
C. lugubris rio Cataldo/AM (Brasil) 48 8m,sm+40st,a 56 60
C. niederleinii Misiones (Argentina) 48 - 58
rio Piquiri/PR (Brasil) 48 6m,sm+42st,a 54 63
rio Tibagi/PR (Brasil) 48 10m,sm+38st,a 58 56
rio Parana/PR (Brasil) 48 14m,sm+34st,a 62 37
C. notophthalmus Fonte comercial 48 6m,sm+42st,a 54 17
C. reticulata rio Uatum&/AM; rio Amazonas/AM (Brasil) 48 6m,sm+42st,a 54 50; 60
C. “saxatilis” Uruguai 48 4m,sm+44st,a 52 10
Crenicichla cf. saxatilis rio Peixe-boi/PA (Brasil) 48 - - 51
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C. semifasciata Misiones (Argentina) 48 - - 58
rio Miranda/MS (Brasil) 48 6m,sm+42st,a 54 25; 26
C. strigata Fonte comercial; rio Araguaia/MT (Brasil) 48 6m,sm+42st,a 54  17;77;84
C. vittata rio Miranda/MS (Brasil) 48 6m,sm+42st,a 54 25; 26
Petenia splendida lagoas, Tabasco (México) 48 6m,sm+42st,a 54 70
Astronotinae Astronotus sp. rio Paraguai/MT (Brasil) 48 - 40
A. crassipinnis rio Amazonas/AM (Brasil) 48 18m,sm+30st,a 66 39
A. ocellatus 48 - 96 15
Fonte comercial 48 6m,sm+42st,a 54 17
rio Miranda/MS; Manaus/AM; rio Tieté/SP 48 12m,sm+36st,a 60 25;26;77;
(Brasil) 83
rio Tieté/SP (Brasil) 48 16m,sm+32st,a 80
Chaetobranchopsis australis rio Miranda/MS (Brasil) 48 48st,a 48 25;26
Chaetobranchus flavescens rio Araguaia/MT (Brasil) 48 6m,sm+42st,a 77,80
Geophaginae Acarichthys heckelli Fonte comercial 48 6m,sm+42st,a 54 17
Apistogramma agassizii Fonte comercial 46 24m,sm+22st,a 70 17
A. borellii Fonte comercial 38 22m,sm+16st,a 60 17
Lagoa Comprida/MS (Brasil) 46 16m,sm+30st,a 77
A. ortmanni Fonte comercial 46 24m,sm+22st,a 70 17
A. steindachneri 46 - 92 15
A. trifasciata Misiones (Argentina) 46 - 58
Biotodoma cupido rio Araguaia/MT (Brasil) 48 4m,sm+44st,a 77,84
Dicrossus filamentosus Fonte comercial 46 12m,sm+34st,a 58 17
Geophagus sp. rio Parana (Argentina) 48 - 50 41
G. altifrons rio Amazonas/AM (Brasil) 48 4m,sm+44st,a 52 38
G. brasiliensis Rio Claro/SP (Brasil) 48 - 90 45
rio Paranapanema/SP (Brasil) 48 - 92 15
Brotas/SP; Sao Carlos/SP; Pirassununga/SP; 48 2m,sm+46st,a 50 25; 26;
Registro/SP; rio Olaria/SP; rio Bonito/SP; ribeirdo 77;83
Araqué/SP; rio Paraitinguinha/SP (Brasil)
Ribeirdo Preto/SP (Brasil) 48 3m,sm+45st,a 51 14
G. brasiliensis Fonte comercial; Amazénia; rio Tibagi/PR e rio 48 4m,sm+44st,a 52 17;53;
Iguacu/PR; Saco da Alemoa e rio Forqueta/RS 69;74
(Brasil)
Marica/RJ; rio Iguagu/PR /SP (Brasil) 48 6m,sm+42st,a 54 44;47; 67
lagoa Rodrigo de Freitas/RJ; rio Paranapanema 48 8m,sm+40st,a 56 35; 37;
/SP; rio Sapucai/MG (Brasil) 44; 46
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G. proximus rio Araguaia/MT (Brasil) 48 4m,sm+44st,a 77,84
rio Araguaia/MT (Brasil) 48 5m,sm+42st,a+1micr 84
Geophagus aff. proximus rio Tieté/SP (Brasil) 48 4m,sm+44st,a 77
Geophagus cf. proximus lago Agua Preta/PA (Brasil) 48 12m,sm+36st,a 60 85
G. surinamensis Fonte comercial, rio Amazonas/AM (Brasil); rio 48 4m,sm+44st,a 52  17;25;26;
Orinoco (Venezuela) 77
Guianacara sp. rio Trombetas/PA (Brasil) 48 4m,sm+44st,a 52 30
Gymnogeophagus sp. rio Parana (Argentina) 48 - 58
G. gymnogenys bacia Jacui/Tramandai/RS (Brasil) 48 4m,sm+44st,a 52 28;74
Gasbmetro/RS (Brasil) 48 6m,sm+42st,a 54 74
G. balzanii rio Miranda/MS (Brasil); rio Parané (Argentina) 48 2m,sm+46st,a 50 24;26;41
G. labiatus bacia Jacui/Tramandai/RS (Brasil) 48 4m,sm+44st,a 52 28
Saco da Alemoa e rio Forqueta/RS (Brasil) 48 4m+4sm+40st,a 56 74
G. lacustris bacia Jacui/Tramandai/RS (Brasil) 48 4m,sm+44st,a 52 28
G. rhabdotus bacia Jacui/Tramandai/RS (Brasil) 48 4m,sm+44st,a 52 28
Satanoperca acuticeps rio Peixe-boi/PA (Brasil) 48 - 55
S. jurupari rio Amazénia/AM (Brasil) 48 - 19
Fonte comercial; Cataldo/AM; rio Araguaia/MT 48 4m,sm+44st,a 52 17;52;77;
(Brasil) 80;84
Cataldo/AM (Brasil) 48 5m,sm+43st,a 53 52
Cataldo/AM (Brasil) 48 6m,sm+42st,a 54 36;52
S. pappaterra rio Parand/PR (Brasil) 48 6m,sm+42st,a 54 37
Cichlasomatinae Acaronia nassa Marchantaria e Cataldo/AM (Brasil) 50 50st,a 50 36
Aequidens sp. Amazénia/AM (Brasil) 48 48st,a 48 38
A. metae 48 6m,sm+42st,a 54 17; 64
A. plagiozonatus rio Parana/PR (Brasil) 48 - - 31
lagoa Comprida/MS (Brasil) 48 12m,sm+36st,a 77
A. pulcher 48 4m,sm+44st,a 52 64
A. rivalatus 48 8m,sm+40st,a 56 64
A. tetramerus rio Araguaia/MT (Brasil) 48 12m,sm+36st,a 77;84
Amphilophus citrinellus 48 - 96 15
48 8m,sm+40st,a 56 17
48 36m,sm+12st,a 84 7
A. macracanthus 48 96 15
48 6m,sm+42st,a 54 17
Archocentrus centrarchus 48 6m,sm+42st,a 54 17
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A. nigrofasciatus rio Cuarto (Costa Rica) 48 - 96 15
48 4m,sm+44st,a 52 17
A. septemfasciatus rio Cuarto (Costa Rica) 48 6m,sm+42st,a 54 17
Australoheros facetus lago Polegar/RS (Brasil) 48 22sm+26st,a 70 75
Bujurquina sp. ilha Mindd/AM (Brasil) 48 8m,sm+40st,a 56 66
B. vittata Misiones (Argentina) 44 - 58
44 26m,sm+18st,a 70 17; 64
Caquetaia kraussii 50 6m,sm+44st,a 56 17
C. spectabilis Amazonas/AM (Brasil) 50 50st,a 50 38
Cichlasoma sp. C rio Paraguai/MT (Brasil) 46 - 40
C. amazonarum ilha Mindu/AM (Brasil) 48 2m,sm+46st,a 50 38
C. beani Meéxico 48 6m,sm+42st,a 54 17
C. bimaculatum 44 44st,a 44 49
48 6m,sm+42st,a 54 17
C. dimerus Misiones (Argentina) 48 - 58
C. facetum Uruguai 48 8m,sm+40st,a 56 10
Registro/SP; Rio Claro/SP; Sdo Mateus do 48 10m,sm+38st,a 58 25; 26;
Sul/PR; rio Tibagi/PR (Brasil) 47; 67
ribeirdo Campo Novo/SP; rio Paraitiguinha/SP 48 6m,sm+42st,a 77
(Brasil)
C. istlanum rio Amacuzar e rio Huamito (México) 48 8m,sm+40st,a 56 54
C. nigrofasciatum Fonte Comercial, Botucatu/SP (Brasil) 48 8m,sm+40st,a 77
C. octofasciatus 48 - 96 15
48 6m,sm+42st,a 54 17
C. paranaense Guaravera, Londrina/PR (Brasil) 48 14m,sm+34st,a 62 48
rio Parana/PR (Brasil) 48 20m,sm+28st,a 68 37
ribeirdo Carrapato/SP; ribeirdo Batata/SP; ribeirdo 48 6m,sm+42st,a 77
Tau/SP (Brasil)
C. salvini 52 - 104 15
Belize 52 28m,sm+24st,a 80 17
C. trimaculatus 48 6m,sm+42st,a 54 17
Cleithracara maronii 50 - 100 15
50 12m,sm+38st,a 62 64
Herichthys cyanoguttatus 48 - 94 15
México 48 6m,sm+42st,a 54 17
H. labridens rio verde (México) 48 6m,sm+42st,a 54 17
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H. minckleyi Meéxico 48 6m,sm+42st,a 54 17
Heros sp. Marchantaria e Cataldo/AM (Brasil) 48 6m,sm+42st,a 54 36
H. efasciatus rio Araguaia/MT (Brasil) 48 8m,sm+40st,a 77;80;84
Herotilapia multispinosa 48 - 96 15
Fonte comercial 48 6m,sm+42st,a 54 17
Hypselecara coryphaenoides 48 6m,sm+42st,a 54 17
Laetacara araguaiae rio Araguaia/MT (Brasil) 44 4m,sm+40st,a 84
L. dorsigera rio Bahia/SP (Brasil) 44 4m,sm+40st,a 77
Laetacara cf. dorsigera rio Paran&/PR (Brasil) 46 2m,sm+46st,a 48 65
45 3m,sm+46st,a 48 65
44 4m,sm+44st,a 48 65
43 5m,sm+44st,a 48 65
Mesonauta festivus 48 - 96 15
48 8m,sm+40st,a 56 17
rio Negro/AM (Brasil) 48 12m,sm+36st,a 60 59
rio Araguaia/MT (Brasil) 48 14m,sm+34st,a 77,84
M. insignis rio Negro/AM (Brasil) 48 12m,sm+36st,a 60 59
Nandopsis tetracanthus rio San Juan (Cuba) 48 6m,sm+42st,a 54 23
Nannacara anomala 44 18m,sm+26st,a 62 17
Neetroplus nematopus 48 8m,sm+40st,a 56 17
Parachromis dovii rio Cuarto (Costa Rica) 48 8m,sm+40st,a 56 17
P. managuensis 48 - 96 15
Fonte Comercial, Botucatu/SP (Brasil) 48 6m,sm+42st,a 54 17;77
Pterophyllum scalare Fonte comercial; Amazonas/AM (Brasil) 48 4m,sm+44st,a 52 17;39
Fonte Comercial, Botucatu/SP (Brasil) 48 6m,sm+42st,a 77
Symphysodon aequifasciatus 60 42m,sm+18micr 102 57
60 42m,sm+18micr 102 42
Amazonia (Brasil) 60 citotipos Ae B
60 44m,sm+16st,a 104 4
rio Amazonas, Tefé/AM (Brasil) 60 44m,sm+16micr 104 38
58m,sm+2st,a 118 17
Fonte Comercial, Botucatu/SP (Brasil) 60 46m,sm+4st,a+4micr 77,83
lago Bauana, rio Tefé/AM (Brasil) 60 48m,sm+8st,a+4micr 108 71
60 50m,sm+6st,a+4micr 110 71;73;78
S. haraldi rio Manacapuru/AM (Brasil) 60 52m,sm+4st,a+4micr 112 71;73;78
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S. discus rio Manacapuru/AM (Brasil) 60 42m,sm+18micr 102 36
60 C1: 46m,sm+14micr 106 42
60 C2: 48m,sm+12micr 108 42

rio Negro/AM (Brasil) 60 C1: 50m,sm+10st,a 110 71;73;78
60 C2: 54m,sm+6st,a 114 71
Uaru amphiacanthoides 46 8m,sm+38st,a 54 17

Referéncias: 1- Jakowska (1950); 2- Chervinski (1964); 3- Post (1965); 4- Ohno e Atkin (1966); 5- Natarajan e Subrahmanyam (1968); 6- Jalabert et al. (1971); 7-
Nishikawa et al. (1973); 8- Natarajan e Subrahmanyam (1974); 9- Fukuoka e Muramoto (1975); 10- Oyhenart-Perera et al. (1975); 11- Badr e El Dir (1976); 12-
Prasad e Manna (1976); 13- Badr e El Dir (1977); 14- Michele e Takahaski (1977); 15- Zahner (1977); 16- Kornfield et al. (1979); 17- Thompson (1979); 18- Arai e
Koike (1980); 19- Moreira-Filho et al. (1980); 20- Vervoort (1980); 21- Thompson (1981); 22- Nijjhae et al. (1983); 23- Rab et al. (1983); 24- Feldberg e Bertollo
(1984); 25- Feldberg e Bertollo (1985a); 26- Feldberg e Bertollo (1985b); 27- Majumbar e McAndrews (1986); 28- Peixoto e Erdtmann (1988); 29- Vénere (1988);
30- Feldberg et al. (1990); 31- Martins-Santos et al. (1990); 32- Foresti et al. (1993); 33- Fenocchio et al. (1994); 35- Oliveira et al. (1994); 36- Salgado et al.
(1994); 37- Martins et al. (1995); 38- Salgado et al. (1995); 39- Krichand et al. (1996); 40- Rezende et al. (1996); 41- Roncati et al. (1996); 42- Salgado et al.
(1996); 43- Alves (1998); 44- Brum et al. (1998); 45- Corazza et al. (1998); 46- Couto et al. (1998); 47- Quijada e Cestari (1998); 48- Loureiro e Dias (1998); 49-
Santos et al. (1998); 50- Alves et al. (1999); 51- Farias et al. (1999); 52- Mendonca et al. (1999); 53- Mizoguchi e Martins-Santos (1999); 54- Uribe-Alcocer et al.
(1999); 55- Farias et al. (2000); 56- Loureiro et al. (2000); 57- Mesquita et al. (2000); 58- Roncati et al. (2000); 59- Santos et al. (2001); 60- Benzaquem et al.
(2008); 61- Brum et al. (2002); 62- Torres e Ledo (2002); 63- Lorscheider (2004); 64- Marescalchi (2005); 65- Martins-Santos et al. (2005); 66- Mendonga (pers.
comm.) apud. Feldberg et al., 2003; 67- Vicari et al. (2006); 68- Mizoguchi et al. (2007); 69- Pires et al. (2008); 70- Arias-Rodriguez et al. (2008) 71- Mesquita et
al. (2008); 72- Graga et al. (2009); 73- Gross et al. (2009); 74- Pires et al. (2010); 75- Perazzo et al. (2010); 76- Poletto et al. (2010a); 77- Poletto et al. (2010b); 78-
Gross et al. (2010); 79- Ferreira et al. (2010); 80- Valente et al. (2011); 81- Zhu et al. (2011); 82- Yoshida et al. (2011); 83- Mazzuchelli et al. (2012); 84- Valente et
al. (2012) e 85-Rocha et al. (2013).

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

28



29

De acordo com Thompson (1979) o numero dipldide igual 48 cromossomos
é o mais basal em Cichlidae, o que pode explicar a sua alta frequéncia dentro da familia, ja
gue o namero dipldide 2n = 48 € encontrado em 98 das 149 espécies de ciclideos analisadas
até o momento (65,77%), como demonstrado na tabela anterior. Neste mesmo estudo,
Thompson (1979) analisou 41 espécies de ciclideos neotropicais, e forneceu o primeiro
cenario para o entendimento da evolucdo cariotipica desta familia. Dentre as espécies
estudadas, 31 apresentaram 2n igual a 48 cromossomos, sendo que, entre as demais, foram
encontradas 7 espécies com 2n abaixo (2n = 38, 44 e 46) e 3 espécies com 2n acima daquele
valor (2n = 50, 52 e 60). Posteriormente, varios outros pesquisadores contribuiram com dados
citogenéticos, como Kornfield (1984) que apresentou informacbes cromossémicas para 70
especies de ciclideos.

Segundo Feldberg e Bertollo (1985a), a evolugdo dos cromossomos dos
Cichlidae ocorre de modo conservativo mantendo o nimero dipl6ide de 48 para muitas
especies e rearranjos como fusbes e fissdes poderiam explicar as variacbes de 32 a 60
cromossomos, e ainda as inversdes pericéntricas seriam responsaveis pelas variagdes do
namero fundamental, de 44 a 118. Cano et al. (1982), sugeriram que as inversdes
pericéntricas estdo entre os principais mecanismos envolvidos na evolucdo do cariétipo em
Teleodsteos, levando a alteragdes no numero de bragcos cromossémicos.

Os dados compilados em ciclideos, na tabela 1, evidenciam que a ocorréncia
de modificacbes que alteram a morfologia cromossomica sdo mais freqiientes que aquelas
envolvendo variagbes numéricas, o que ja foi relatado para ciclideos sul-americanos por
Thompson (1979) e Feldberg e Bertollo (1985a).

Com os dados citogenéticos disponiveis, verifica-se que os ciclideos mais
analisados citogeneticamente sdo 0s neotropicais, com dados para 114 espécies, contendo
representantes em todas as subfamilias (Astronotinae, Cichlasomatinae, Cichlinae e
Geophaginae), diferente do grupo africano que apresenta 35 cariotipadas (Etroplinae,
Pseudocrenilabrinae, Retroculinae e Heterochromidinae), ndo tendo nenhum estudo em
espécies da ultima subfamilia. Além de que, pode-se observar um padrdo de distribuicdo
geografica do numero dipldide para os ciclideos, onde mais de 71% das espécies africanas
apresentam 2n=44, com variacdo de 32 a 48 cromossomos, e cerca de 81% das espécies
neotropicais apresentam 2n=48, podendo variar de 38 cromossomos em Apistograma borellii,
a 60 cromossomos em Symphysodon discus (tabela 1).

Feldberg e Bertollo (1985a), realizaram estudos citogenéticos em dez

especies de ciclideos de varias localidades, sendo eles: Astronotus ocellatus, Batrachops
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semifasciatus, Cichlasoma facetum, Chaetobranchopsis australe, Crenicichla lacustris,
Crenicichla lepidota, Crenicichla vittata, Geophagus brasiliensis, Geophagus surinamensis e
Gymnogeophagus balzanii. Todas as espécies apresentam 2n=48, em ambos 0S SeXos,
ocorrendo variagdes no numero fundamental. A impregnacao pelo nitrato de prata evidenciou
em todas as espécies 1 par de cromossomos portadores da regido organizadora de nucléolo
(RON), localizada na porcao terminal ou intersticial, exceto em C. australe que apresentou
apenas 1 cromossomo nucleolar. Todas as marcacGes das RONs se encontravam sobre as
constri¢des secundarias (FELDBERG e BERTOLLO, 1985b).

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

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

Outro estudo em Geophagus brasiliensis foi conduzido por Brum et al.
(1998) de duas lagoas diferentes do Rio de Janeiro: Rodrigo de Freitas e Maricd. Em ambas as
localidades o numero dipldide encontrado foi de 48, sendo o NF igual a 56 e 54,
respectivamente. As AGRONs foram encontradas no braco curto de 1 par cromossdmico, com
marcagoes terminais; mas na populacdo da lagoa Rodrigo de Freitas observou-se um mosaico
de AgRONSs, sendo encontradas de 1 a 6 marcagdes, com variagdes no tipo cromossémico. O
bandamento C evidenciou marcacbes pericentroméricas e blocos heterocromaticos
teloméricos em alguns cromossomaos.

Loureiro (1999) também realizou estudos em G. brasiliensis das bacias dos
rios Tibagi/PR e Itajai-Acu/SC e duas populacdes de Cichlasoma paranaense, apenas da bacia
do rio Tibagi/PR, que revelaram o 2n igual a 48 e NF = 54 e 68, respectivamente. As
AgRONSs em G. brasiliensis estava localizada em 1 par de cromossomos st-a coincidindo com
a constricdo secundaria, jA em C. paranaense esta regido localizava-se em 1 par de

cromossomos sm, exceto uma das populacdes que apresentava RONs multiplas. Em ambas as
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especies, o tratamento com cromomicina (CMAg) coincidiu com as marcacfes encontradas
pela impregnacéo pelo nitrato de prata; e com o fluorocromo DAPI as contri¢cBes secundarias
mostraram-se negativas.

Em G. brasiliensis a heterocromatina se manteve conservada na regido
centromérica, assim como em regido telomérica, correspondendo a constricdo secundaria,
sendo também observada uma marcagéo intersticial. Em C. paranaense, apds utilizacdo da
enzima de restricdo Alu I, foi observado um padrdo semelhante a distribuicdo da
heterocromatina, localizada em posicdo centromérica e um bloco sobre a constricdo
secundéria, também terminal (LOUREIRO, 1999).

Estudos realizados por Uribe-Alcocer et al. (1999) em Cichlasoma
instlanum, pertencente aos rios Amacuzar e Huamito no México, também revelaram 2n=48 e
NF=56, nas duas popula¢cdes. O padrdo do bandamento G, com bandas centroméricas em
alguns cromossomos submetacéntricos e intersticiais em alguns subteloacrocéntricos, foi
similar em exemplares de ambas as localidades. Outro estudo, identificando o numero
diploide, foi realizado em lagoas adjacentes a cidade de Villahermosa (Tabasco), no México,
por Arias-Rodriguez et al. (2008), analisando Petenia splendida, representante
monoespecifico do género Petenia, e verificaram 2n igual a 48 e NF=54.

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

Posteriormente, Loureiro et al. (2000) estudaram duas espécies de
Crenicichla: C. niederleinii, da bacia do rio Tibagi/PR e Crenicichla sp., da bacia do rio
Itajai-Acu/SC, com 2n=48 e NF= 56 e 58, respectivamente. A constricdo secundaria foi
encontrada no braco curto do primeiro par cromossémico metacéntrico, em ambas as
espécies, mostrando-se AgRON positiva, como ja observado por Feldberg e Bertollo (1985b)
nas espécies Crenicichla lacustris, C. vittata, C. lepidota e Martins et al. (1995) em C.
niederleinii.. O bandamento C nas espécies analisadas por Loureiro et al. (2000) apresentou o
mesmo padrdo observado por Martins et al. (1995) em C. niederleinii e C. lepidota.

Ainda nas duas espécies de Crenicichla analisadas por Loureiro et al.
(2000), o tratamento com CMA; mostrou resultados similares aos do nitrato de prata,

caracterizando a RON como rica em bases CG; e no tratamento com DAPI nado foi observada
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nenhuma marcacao, sendo a constricdo secundaria negativa, semelhante ao resultado de
Loureiro (1999) em G. brasiliensis e C. paranaense.

Lorscheider (2004) estudando as espécies C. niederleinii e C. iguassuensis,
dos rios Piquiri e lguacu/PR, respectivamente, verificou um 2n=48 e NF=64. As RONs
estavam localizadas no segundo par de cromossomos sm, correspondendo a constricao
secundaria. O fluorocromo especifico mitramicina, evidenciou regies CG ricas
correspondentes a RON. A heterocromatina mostrou-se distribuida nas regies centroméricas
e em blocos associados as RONs.

Em trabalhos de Mizoguchi et al. (2007) analisando trés espécies de
Crenicichla: C. iguassuensis, Crenicichla sp. 1 e Crenicichla sp. 2, do rio Iguacu/PR,
verificaram 2n=48, NF = 56 e a mesma formula cariotipica. A impregnacdo por nitrato de
prata evidenciou marcagOes intersticiais no braco curto do primeiro par metacéntrico para
todas as trés espécies de Crenicichla, coincidentes com as constri¢des secundarias e com as
marcagdes de cromomicina As. O padrdo de heterocromatina também foi similar entre as
espéecies, com bandas pericentroméricas em quase todos 0S cromossomos, entretanto,
Crenicichla sp. 2 apresentou marcac¢des em ambas regides terminais de alguns cromossomos,
padrdo este que ndo tinha sido observado ainda no género Crenicichla. A RON nédo se
mostrou banda C positiva, podendo ser caracteristico destas espécies do rio Iguacu, ja que a
mesma espécie analisada por Lorscheider (2004), do rio Piquiri/PR, apresentou associacdo da
heterocromatina com a RON. Desta mesma regido, Graca et al. (2009) analisaram uma
espécie ameacada de extin¢do, C. jupiaensis e observaram que esta também apresentava o
numero dipldide caracteristico do género.

Posteriormente, Benzaquem et al. (2008), analisaram seis espécies de
Crenicichla: C. britskii, C. lugubris, Crenicichla cf. johanna, C. inpa, C. reticulata e C.
cincta, coletadas proxima da confluéncia do rio Negro/AM e rio Solimbes/AM, exceto a
primeira especie, coletada no rio Parana. Todas apresentaram 2n=48, porém com formulas
cariotipicas diferentes. A constricdo secundaria foi encontrada no braco curto do primeiro par
cromossémico metacéntrico para as trés Gltimas espécies, no braco longo de cromossomos
meta-submetacéntrico para C. britskii e C. lugubris, e no braco curto de cromossomos subtelo
acrocéntricos em Crenicichla cf. johanna, onde através da impregnacao por nitrato de prata,
mostrou-se AgRON positiva (tabela 1).

Em estudos feitos com Geophagus brasiliensis por Pires et al. (2008) de
diferentes pontos da bacia do rio Tibagi/PR, também foi observada a ocorréncia de um

complemento de 48 cromossomos, sendo a maioria do tipo subtelo-acrocéntrico, uma
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caracteristica comum em G. brasiliensis, com NF = 52. A AgRON foi observada no braco
curto de um par cromossémico do grupo st-a, coincidindo com a constricdo secundaria, nas
duas populagbes, sendo que em uma delas foi observado um heteromorfismo de tamanho
desta regido. Resultados encontrados pelo tratamento com o fluorocromo cromomicina
(CMA3), confirmam os dados obtidos pela prata e comprovam que a RON é rica em pares de
bases CG. A heterocromatina mostrou-se distribuida na regido centromérica da maioria dos
cromossomos, assim como na constricdo secundaria. Resultados semelhantes foram
observados por Pires et al. (2010), em diferentes populagdes de G. brasiliensis, pertencentes
ao sistema hidrogréafico da Laguna dos Patos/RS.

Ainda no trabalho de Pires et al. (2010), de diferentes localidades do sistema
hidrografico Laguna dos Patos/RS, foram estudadas duas espécies de Gymnogeophagus, G.
gymnogenys e G. labiatus, e ambas também apresentam um complemento de 48
cromossomos, com diferentes formulas cariotipicas. Foi observado que uma das populacdes
de G. gymnogenys possuia a RON em regido terminal, diferente das demais populacdes
estudadas, nas quais esta regido era intersticial, sendo proposta pelos autores a ocorréncia de
inversGes pericéntricas As RONs eram coincidentes com as constri¢des secundarias e com as
marcacOes de CMA;. O bandamento C revelou heterocromatina nas regides pericentroméricas
e nas AgRONs para todas as espécies.

Em 2006, Vicari et al. analisaram G. brasiliensis e Cichlasoma facetum
provenientes de diferentes rios do estado do Parana, as quais apresentaram 2n=48, com
predominancia de cromossomos do tipo subtelo-acrocéntricos, caracterizando NF=54 e 58,
respectivamente. As RONs foram identificadas no braco curto de um par st-a, coincidente
com a constricdo secundaria e com o fluorocromo CMA;. A banda C revelou marcacdes
heterocromaticas nas regides pericentroméricas e RONs para ambas as espécies. Entretanto,
0s autores verificaram bandas intersticiais em alguns cromossomos de G. brasiliensis do rio
Jaguariaiva, alem de apresentar uma maior quantidade de heterocromatina quando comparada
com as outras populacdes.

Estudos realizados por Perazzo et al. (2010) em Crenicichla lepidota e
Australoheros facetus, demostraram que ambas as espécies apresentam o numero dipléide
igual a 48, com distintos cariétipos. As AgRONs foram observadas no braco curto de
diferentes pares cromossomicos do grupo m-sm, coincidentes com o fluorocromo
cromomicina (CMA;3), comprovando que a regido é rica em pares de bases CG. A

heterocromatina mostrou-se distribuida na regido centromérica da maioria dos cromossomaos.
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Recentemente, Valente et al. (2012) analisaram comparativamente dez
especies de ciclideos do rio Araguaia/MS, entre elas: Aequidens tetramerus, Biotodoma
cupido, Cichla piquiti, Crenicichla strigata, Geophagus proximus, Heros efasciatus,
Laetacara araguaiae, Mesonauta festivus, Retroculus lapidifer e Satanoperca jurupari.
Exceto L. araguaiae que apresentou 2n=44, todas as outras apresentam 48 cromossomos,
apenas um par AgRON e a heterocromatina geralmente distribuida na regido
pericentromérica.

Na Ultima década, as investigacdes sobre as espécies do género
Symphysodon aumentaram consideravelmente. No entanto, as analises citogenéticas em S.
aequifasciatus, S. discus e S. haraldi, mostraram similaridades em relacdo ao 2n=60 e a
predominancia de cromossomos meta-submetacéntricos, porém com diferentes formulas
cariotipicas e quantidade de microcromossomos (MESQUITA et al., 2008; GROSS et al.,
2009, 2010; MAZZUCHELLI et al., 2012, entre outros). A heterocromatina mostrou-se
distribuida na regido centromérica da maioria dos cromossomos e 0 sistema de RONSs
maultiplas. Interessante notar que, em estudos meidticos em S. aequifasciatus e S. haraldi foi
visualizado a maior cadeia cromossdmica meiética dentre os vertebrados (GROSS et al.,
2009).

A hibridacdo in situ (FISH), ja foi realizada em algumas espécies de
ciclideos neotropicais com sonda de DNAr 18S, revelando com exatiddo 0s cromossomos
portadores das regides organizadoras de nucléolos, confirmando os resultados obtidos pela
impregnacdo de nitrato de prata, como evidenciado por Pires et al. (2008) em Geophagus
brasiliensis, Vicari et al. (2006) em Cichlasoma facetum e G. brasiliensis, Perazzo et al
(2010) em Crenicichla lepidota e Australoheros facetus, Gross et al. (2010) em Symphysodon
aequifasciatus, S. discus e S. haraldi e Poletto et al. (2010a) em Satanoperca jurupari e C.
lepidota, entre outros.

Em relacdo a utilizagdo da sonda de DNAr 5S, foram observadas marcagoes
intersticiais no braco longo de cromossomos diferentes aos portadores dos cistrons de DNAr
18S, para C. facetum e G. brasiliensis (VICARI et al., 2006) e C. lepidota (PERAZZO et al,
2010), e marcacGes terminais no brago curto em S. aequifasciatus, S. discus e S. haraldi,
também em cromossomos nédo portadores das RONs (GROSS et al., 2009).

Em relacdo aos polimorfismos cromossémicos ja foram relatados em
Cichlidae por Martins-Santos et al. (2005) e Valente et al. (2012), onde no primeiro estudo a
espécie Laetacara cf. dorsigera apresentou 4 citétipos diferentes, com 2n = 46, 45, 44 e 43

cromossomos. As diferencas nas formulas cariotipicas estavam relacionadas com o numero de
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Cromossomos metacéntricos presentes, sendo estes inversamente proporcionais ao seu numero
diploide, levando assim a um NF constante igual 48. Segundo os autores, eventos de fusdes
céntricas, como translocacdo Robertsoniana e formacdo de isocromossomo, estariam
envolvidos neste processo de polimorfismo, levando a variagdo do nimero dipldide e dos
cromossomos metacéntricos nesta espécie. Diferentemente, no estudo de Valente et al. (2012),
a espécie Geophagus proximus apresentou dois citotipos diferentes, mas com o mesmo
namero dipldide (2n=48) e os autores consideraram que este polimorfismo foi consequéncia
de translocacGes Robertsonianas entre dois cromossomos subtelo-acrocéntricos, resultando

em um cromossomo metacéntrico grande e um elemento puntiforme.

1.3 OCORRENCIA DE CROMOSSOMOS B NA FAaMiLIA CICHLIDAE

As espécies sdo formadas por um conjunto de cromossomos que constituem
0 caridtipo normal da espécie no entanto, em algumas, cromossomos extras estdo presentes.
Estes cromossomos sdo também conhecidos como supranumerarios, acessorios ou Bs, e sua
ocorréncia pode variar entre células de um mesmo individuo. Geralmente, sdo de tamanho
pequeno e heterocromaticos, mas podem ser grandes ou até mesmo se assemelhar aos outros
do complemento normal (GUERRA, 1988).

Ao longo do tempo, citogeneticistas tentaram definir os supranumerarios
porém, nem sempre as caracteristicas estabelecidas estdo presentes em todos 0s cromossomos
B analisados (KASAHARA, 2009). De acordo com Jones e Rees (1982), existem alguns
criterios pelos quais 0s cromossomos supranumerdrios podem ser diferenciados do
complemento normal; de maneira geral os critérios sdo: I- ndo sdo essenciais a reproducéo,
desenvolvimento e sobrevivéncia dos organismos que os possuem; IlI- apresentam uma
frequéncia variavel tanto intra como interindividual, podendo variar também quanto a
morfologia nos diferentes individuos que os apresentam; Ill- ndo sdo homdélogos a nenhum
cromossomo do complemento padrdo; IV- geralmente sdo formados de heterocromatina; V-
geralmente sdo subinertes, isto é, destituidos de genes, ndo apresentando assim efeitos
fenotipicos detectaveis; VI- ndo seguem as leis mendelianas, ou seja, ndo tem um padrdo
definido de divisdo meidtica e/ou mitotica.

Em alguns organismos os cromossomos B sdo herdados como o0s
autossomos, indicando certa estabilidade durante o ciclo celular somético. E, durante a
meiose, 0s cromossomos B se pareiam entre si formando bivalentes, podendo até formar

multivalentes quando mais de dois estiverem presentes, embora raramente pareiem com a
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mesma eficiéncia e regularidade dos autossdmicos. Contudo, os Bs tem comportamento
variavel quando ndo ocorrem em pares e, geralmente, ha uma pequena perda meidtica de
univalentes, mas este evento (perda) é importante, desde que é um dos meios pelo qual a
frequéncia dos Bs pode ser ajustada na populacdo (JONES, 1975 apud MARTINS, 1995).

Os cromossomos B tém sido encontrado em todos os maiores grupos de
animais e de plantas (CAMACHO et al., 2000), de modo que se estima que estejam presentes
em 15% de todos as espécies vivas (BEUKEBOOM, 1994; KASAHARA, 2009). Entre os
peixes, a partir dos anos de 1980 comecaram as primeiras descri¢6es e, segundo levantamento
realizado por Carvalho et al. (2008), cromossomos B foram encontrados, em 61 espécies de
peixes dulcicolas neotropicais, distribuidas em 16 familias de sete ordens diferentes. A ordem
com maior ocorréncia de Bs é a Characiformes, com descricdo em 31 espécies, seguida pelos
Siluriformes e Perciformes, em 21 e 5 espécies, respectivamente. E as ordens Beloniformes,
Cyprinodontiformes, Gymnotiformes e Synbranchiformes contém apenas uma espécie com
cromossomos extras (CARVALHO et al., 2008). No entanto, em alguns grupos de peixes, a
presenca destes cromossomos parece ser mais frequente, como nos géneros Prochilodus
(Prochilodontidae), Cyphocharax e Steindachnerina (Curimatidae), Astyanax (Characidae),
Iheringichthys (Pimelodidae) e Rhamdia (Heptapteridae).

A familia Cichlidae é a unica familia dentro da ordem dos Perciformes que
apresenta relatos de cromossomos B, os quais foram descritos pela primeira vez, em ciclideos
neotropicais, nas células germinativas de Gymnogeophagus balzanii (FELDBERG e
BERTOLLO, 1984). Posteriormente, Feldberg et al. (2004) verificaram a presenca de
cromossomos supranumerarios em células somaticas de Crenicichla reticulata, Cichla
monoculus e Cichla sp. da bacia Amazo6nica. Essas trés espécies apresentaram 2n = 48, mais 1
a 3 microcromossomos B e a banda C revelou que eram completamente heterocromaticos.

Martins-Santos et al. (1995) descreveram a presenca de “corpusculos de
cromatina” em células somaticas de Geophagus brasiliensis, Satanoperca papaterra e
Crenicichla niederleinii, ndo descartando a possibilidade de estes serem cromossomos B. Em
2005, Martins-Santos et al. observaram em Laetacara cf. dorsigera de 1 a 2 cromossomos B
em um dos seus citétipos (2n = 44) e sua origem poderia ser explicada pela perda de
segmentos cromossdmicos da regido centromerica, envolvidos no processo de fusdo céntrica
de dois acrocéntricos.

J& nos ciclideos africanos foram descritos Bs, recentemente, em treze
espécies. Poletto et al. (2010a) verificaram este tipo de cromossomo em Astatotilapia

latifasciata (citado como Haplochromis obliquidens), sendo metacéntrico de tamanho grande.
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Logo apos, foi observada a presenca de cromossomos supranumerarios em celulas somaticas
de Metriaclima lombardoi (POLETTO et al., 2010b) e, mais recentemente em onze espécies
de ciclideos pertencentes ao lago Victoria, na Africa, sendo elas: Lithocromis rubripinnis, L.
rufus, Pundamilia pundamilia, Neochromis greenwoodi, N. rufocaudalis e em 6 espécies do
género Haplochromis (YOSHIDA et al., 2011).

Considerando os dados cromossémicos disponiveis em mais de 149 espécies
de ciclideos, somente oito espécies foram descritas carregando cromossomos B. Isto
representa cerca de 5% dos ciclideos cariotipados, o qual consiste com a freqiiéncia de

cromossomos B nos peixes em geral (FELDBERG et al., 2004).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho teve por objetivo geral caracterizar citogeneticamente

diferentes espécies da familia Cichlidae, visando contribuir com mais informagdes a respeito

desta familia, para o entendimento da estrutura e evolucéo cariotipica deste grupo de peixes,

bem como suas relagdes filogenéticas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

>

7
*

analisar e comparar 0s cariotipos de especies de peixes da familia
Cichlidae da bacia do rio Paranapanema, do rio Paraguai, e da bacia do
sistema hidrografico Laguna dos Patos e do Tramandai;

detectar as regifes organizadoras de nucléolos (AgNORs) e analisar a
distribuicdo de heterocromatina;

identificar as regides cromossémicas ricas em pares de bases G-C e A-T,;
localizar os cistrons ribossémicos 18S;

observar 0 comportamento meidtico do cromossomo B em Crenicichla
lepidota da laguna dos Patos/RS

contribuir com dados citogenéticos sobre este grupo de peixes para um

melhor entendimento de suas relagdes evolutivas.
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3 ESPECIES ESTUDADAS E LOCAIS DE COLETA

Para o presente trabalho foram analisadas doze espécies de peixes da familia
Cichlidae, pertencendo a trés géneros: Cichlasoma, Crenicichla e Gymnogeophagus (Figura
1). Estas espécies foram coletadas em diferentes pontos de quatro bacias hidrograficas

distintas:

3.1 BAcCIA DO RI10 PARANAPANEMA

Nesta bacia foram coletadas trés espécies de Crenicichla: C. britskii,
coletada no ribeirdo Taquari/PR e rio Paranapanema/SP, C. haroldoi coletada no ribeirdo
Pavdo/PR e C. niederleinii coletada no ribeirdo Trés Bocas/PR; e Cichlasoma paranaense

coletada no ribeirdo Taquari/PR e rio Paranapanema/SP (Figura 2).

3.2 BAcCIA DO RI0 PARAGUAI

Nesta bacia foram coletadas duas espécies de Crenicichla: C. semifasciata e
C. lepidota, e Cichlasoma dimerus, todas coletadas no rio Miranda/MS (Figura 2).

3.3 BACIA DO SISTEMA HIDROGRAFICO LAGUNA DOS PATOS

O sistema hidrografico Laguna dos Patos pode ser subdividido em duas
outras menores: as bacias do Lago Guaiba e do Tramandai (Figura 2). No Lago Guaiba foram
coletadas seis espécies, em diferentes pontos, sendo:

- Saco da Alemoa: Crenicichla lepidota e C. punctata;

- Gasdmetro: C. lepidota e C. punctata;

- Arroio Capivara: C. lepidota;

- Estacdo Experimental Agrondmica da UFRGS: C. lepidota,
Cichlasoma portalegrense e Gymnogeophagus rhabdotus;

- Forqueta: C. punctata;

Na bacia do Tramandai foram coletadas trés espécies: Crenicichla maculata
e C. lepidota, coletadas no rio Maquiné e na Barra do Jodo Pedro, respectivamente; e

Gymnogeophagus lacustris coletada na lagoa Rondinha (Figura 2).
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Fotos das espécies coletadas: Crenicichla britskii (a), Crenicichla haroldoi (b),
Crenicichla lepidota (c), Crenicichla maculata (d), Crenicichla niederleinii (e)
Crenicichla punctata (f), Crenicichla semifasciata (g), Cichlasoma dimerus (h),
Cichlasoma paranaense (i), Cichlasoma portalegrense (j), Gymnogeophagus
rhabdotus (k) e Gymnogeophagus lacustris (1).
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Figura 2 — Mapa representando os locais de coleta: bacia do rio Paranapanema (a), bacia do
rio Paraguai (b) e o sistema hidrografico Laguna dos Patos (c). Os pontos indicam
os locais de coletas.




CAPITULO 1
Comportamento mitdtico e meidtico do cromossomo B de Crenicichla lepidota
(Cichlidae)*

" Este artigo sera enviado para Cytogenetic and Genome Research.
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Comportamento mitdtico e meidtico do cromossomo B de Crenicichla lepidota
(Cichlidae)

Larissa B. Pires; Tatiane R. Sampaio; Ana Lucia Dias"

Departamento de Biologia Geral, CCB, Universidade Estadual de Londrina, Caixa Postal
6001, Londrina, Parand CEP 86051-970, Brasil

Resumo

Cromossomos B sdo elementos genéticos adicionais ao complemento padrdo, com
caracteristicas proprias, presentes em 15% das espécies eucarioticas, tanto vegetais quanto
animais. Foram analisadas quatro populagdes de Crenicichla lepidota, coletadas em diferentes
pontos do sistema hidrografico da Laguna dos Patos/RS (Brasil). Todos exemplares
apresentaram 2n=48 com 6m+42st-a e NF=54, com uma constri¢cdo secundaria no primeiro
par do complemento. Entre os 18 espécimes analisados, 6 individuos pertencentes as
populacbes do Gasdmetro e Saco da Alemoa, apresentaram de 1 a 3 cromossomos B
heterocrométicos de tamanho pequeno, variando tanto inter quanto intra-individualmente.
Todas as populagdes apresentaram RONs simples e estas regides foram CMA; positivas e
DAPI negativas. Nas analises meidticas foram detectadas regides heteropicnéticas, evidentes
nas fases de leptdteno e zigdteno, que poderiam estar relacionadas com a presenca do
cromossomo B nestas células. Em paquiteno, foram observados 24 bivalentes e um univalente
isolado, assim como em metéfases | e diploteno, provavelmente o cromossomo B,
demonstrando que este ndo apresenta homologia com os outros do complemento normal. Na
diacinese, foi evidenciada uma configuracdo meidtica incomum, onde dois bivalentes do
complemento A se mostravam mais préximos ao cromossomo B univalente e, em anéfase |,
foram visualizados cromossomos B com migracdo tardia. N&o foi localizado nenhum sitio de
DNAr 18S nestes cromossomos extras. A baixa ocorréncia deste tipo de cromossomo na
familia Cichlidae e no género Crenicichla sugere seu recente aparecimento neste grupo de
peixes, visto que € o primeiro relato em C. lepidota.

Palavras-chave: Cromossomo supranumerario. Meiose. Pisces. Univalente.

Introducéo

Camacho et al. (2000) consideram que cromossomos adicionais, com certas
caracteristicas especificas, sdo chamados de cromossomos supranumerarios, acessorios ou Bs,
a fim de distingui-los do complemento padrdo A (complemento normal diploide).
Cromossomos B podem ser originados intraespecificamente do complemento padrdo A ou
interespecificamente como resultado de acasalamento de espéecies diferentes, estes

cromossomos podem também ser subprodutos de rearranjos cromossdmicos ou de

“ Autor Correspondente: A.L. Dias; e-mail: anadias@uel.br, Telefone e Fax: +55 043 33714417.
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cromossomos prejudicados por algum fator e, posteriormente, seguem seus proprios caminhos
evolutivos (Camacho et al., 2000).

Na maioria dos casos, a presenca de cromossomos B ndo acarreta nenhum
efeito fenotipico sobre o portador, assim como ndo se mostra prejudicial (Jones e Rees, 1982).
Entretanto, alguns autores levantam a possibilidade de que a presenca deste cromossomo seja
beneéfica, visto que cromossomos B apresentam uma ampla distribuicdo, ocorrendo em
diversos grupos, como fungos (10 espécies), plantas (superior a 130 espécies) e animais
(superior a 500 espécies), porém nenhuma evidéncia concreta suporta esta suposicao
(Camacho et al., 2000).

Cromossomos B foram descritos pela primeira vez em peixes, por Pauls and
Bertollo (1983), em Prochilodus lineatus (citado como P. scrofa) e, desde entdo, novas
ocorréncias foram registradas segundo levantamento realizado por Carvalho et al. (2008), que
mostra a ocorréncia deste tipo de cromossomo para diferentes espécies de peixes, podendo
variar tanto em tamanho quanto em numero. Entre os ciclideos neotropicais, ja foi relatada a
ocorréncia de cromossomos B em apenas Gymnogeophagus balzanii, Crenicichla reticulata,
Cichla sp., Cichla monoculus e Laetacara cf. dorsigera (Carvalho et al., 2008), ja nos
ciclideos africanos, foram encontrados cromossomos extras em 13 espécies: Astatotilapia
latifasciata (citado como Haplochromis obliquidens) (Poletto et al., 2010a), Metriaclima
lombardoi (Poletto et al., 2010b), Lithocromis rubripinnis, L. rufus, Pundamilia pundamilia,
Neochromis greenwoodi, N. rufocaudalis e em 6 espécies de Haplochromis (Yoshida et al.,
2011).

Estudos meioticos na familia Cichlidae séo escassos, assim como nos peixes
tele6steos em geral. Até o momento, apenas dois géneros de ciclideos sulamericanos
apresentam estudos meidticos, Gymnogeophagus e Symphysodon (Feldberg e Bertollo, 1984;
Gross et al., 2009; 2010a; 2010b). Portanto, o objetivo deste trabalho foi analisar a ocorréncia
e frequéncia de cromossomos B de Crenicichla lepidota, de diferentes localidades do sistema
hidrografico da Laguna dos Patos/RS, com um enfoque particular no seu comportamento
durante a meiose, a fim de obter informagdes que possibilitem uma melhor compreensédo da

possivel origem e evolucao destes cromossomos.
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Material e Métodos

No presente trabalho foram analisados 18 individuos (12 machos e 6
fémeas) de Crenicichla lepidota (figura 1b), coletados em diferentes pontos do sistema
hidrografico da Laguna dos Patos/RS: Saco da Alemoa (S51°14°29.12° W51°14°24.1"),
Gasdmetro (S30°02°06.3"” W51°14°29.12°"), Arroio Capivara (S30°17°34.0”” W51°19°21.2”")
e Estacdo Experimental Agrondmica da UFRGS (S30°5°38.38°° W51°40°22.4°"). Os
exemplares de C. lepidota foram coletados com a autorizagdo do Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA: nimero da licenca - 1947869) e
catalogados na colecdo de peixes do Museu de Zoologia da Universidade Estadual de
Londrina, com os seguintes numeros de catdlogo: MZUEL 4836; MZUEL 4881; MZUEL
5051; MZUEL 5080; MZUEL 5100 e MZUEL 5100.

As preparagdes cromossdmicas mitéticas e meidticas foram obtidas de
células do rim anterior e das gonadas masculinas, por preparacdo direta, de acordo com as
técnicas descritas por Bertollo et al. (1978) e Kligerman e Bloom (1977), respectivamente,
com algumas modificagdes, e depois coradas com Giemsa 5% em tampdo fosfato pH 6.8. Os
cromossomos mitéticos foram classificados conforme Levan et al. (1964), com modificagdes.
Para determinacdo do numero fundamental (NF) os cromossomos metacéntricos foram
considerados com dois bracos e o grupo subtelo-acrocéntrico com um braco.

A deteccdo das regiBes organizadoras de nucléolos (RONSs) pela
impregnagdo por nitrato de prata e a determinagdo do padrdo de heterocromatina foram
realizadas de acordo com as técnicas descritas por Howell e Black (1980) e Sumner (1972),
respectivamente. Para a determinacdo dos sitios ricos em bases GC e AT foram utilizados 0s
fluorocromos cromomicina Az (CMA3) e 4,6-diamino-phenylindole (DAPI), respectivamente,
de acordo com a técnica de coloragdo descrita por Schweizer (1980), com modificacbes. A
hibridacéo fluorescente in situ (FISH) foi realizada seguindo protocolo de Pinkel et al. (1986),
com modifica¢des, utilizando sonda de DNAr 18S de Prochilodus argenteus (Hatanaka e
Galetti Jr 2004). As analises das laminas foram realizadas em microscopio de epifluorescéncia
(Leica DM2000) e as metéafases foram capturadas pelo software Leica Apllication Suite,

versdo 3.1.0. (Leica Microsystems).
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Resultados e Discussao

O numero dipléide encontrado para Crenicichla lepidota de todas as
localidades estudadas foi de 48 cromossomos, com férmula cariotipica de 6m+42st-a e
namero fundamental igual 54, para ambos os sexos (figura 1a), como ja evidenciado por
Feldberg and Bertollo (1985a, 1985b); Martins-Santos et al. (1995); Fenocchio et al. (2003) e
Poletto et al. (2010b) analisando esta mesma espécie, sendo visualizada uma constricao
secundaria intersticial no braco curto do primeiro par metacéntrico (figura 1a). Todas espécies
de Crenicichla até agora cariotipadas apresentam este nimero dipléide, assim como a maioria
dos ciclideos neotropicais (Feldberg et al., 2003), exceto Crenicichla sp. que apresentou
2n=46 (Rezende et al., 1996).

As regibes organizadoras de nucléolos (RONs) foram localizadas
intersticialmente no brago curto do maior par cromossdmico, pela impregnacdo por nitrato de
prata e confirmadas pela FISH, com sonda de DNAr 18S (figura 1d-e, respectivamente),
sendo coincidentes com as constri¢fes secundarias observadas pela coloracdo com Giemsa. O
tratamento com o fluorocromo cromomicina As evidenciou marcagdes fluorescentes nestas
regides, que mostraram bandas negativas ap6s coloracdo com DAPI (Figura 1f). A presenca
de NORs simples, ricas em pares de bases GC, localizadas no braco curto do maior par
cromossémico é bastante conservado neste género, como ja relatado por Mizoguchi et al.
(2007), Perazzo et al. (2010), entre outros.

Apesar do mesmo numero dipldide e constituicdo cariotipica, somente o
presente estudo ressalta a ocorréncia de cromossomos supranumerarios ou Bs em C. lepidota.
Entre os 18 espécimes analisados desta espécie, 6 individuos (3 machos e 3 fémeas),
apresentaram de um (1) a trés (3) pequenos cromossomos B, numa frequéncia de 33,3%,
sendo estes 0s menores do complemento e, dependendo da condensagdo cromossémica, pode
ser observado, em algumas metafases, como um pequeno metacéntrico heterocromatico
(figura 1c), semelhante ao encontrado por Feldberg et al. (2004) em ciclideos amazdnicos.
Somente as populagdes do Saco da Alemoa e Gasdmetro apresentaram cromossomos B, sendo
que somente a Ultima apresentou de dois a trés Bs. No total de 136 células mitoticas
analisadas destes seis individuos, 72,06% das células ndo apresentaram Bs; 21,32%
apresentaram 1B; 5,15% com 2 Bs e 1,47% com 3Bs (tabela 1).

A familia Cichlidae é a Unica familia dentro da ordem dos Perciformes que
apresentou relatos de cromossomos B encontrados, até o momento, em cinco espécies de

ciclideos neotropicais: Cichla sp., Cichla monoculus, Crenicichla reticulata,
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Gymnogeophagus balzanii e Laetacara cf. dorsigera, relatados em revisao feita por Carvalho
et al. (2008), e em treze espécies de ciclideos africanos, Astatotilapia latifasciata (citado
como Haplochromis obliquidens) (Poletto et al., 2010a), Metriaclima lombardoi (Poletto et
al., 2010b) e em onze espeécies pertencentes ao lago Victoria (Yoshida et al., 2011) (tabela 2).
Martins-Santos et al. (1995) descreveram a presenca de “corpusculos de cromatina” em
células somaticas de Geophagus brasiliensis, Satanoperca papaterra e Crenicichla
niederleinii, ndo descartando a possibilidade de estes serem cromossomos B.

Cromossomos B ja foram relatados em outras diferentes ordens de peixes,
como em Siluriformes, Characiformes, Beloniformes, Cyprinodontiformes, Gymnotiformes e
Synbranchiformes (Carvalho et al., 2008). No entanto, em alguns grupos de peixes, a presenca
destes cromossomos parece ser mais frequente, como nos géneros Prochilodus
(Prochilodontidae), Cyphocharax e Steindachnerina (Curimatidae), Astyanax (Characidae),
Iheringichthys (Pimelodidae) e Rhamdia (Heptapteridae).

Na maioria dos estudos com Bs em Cichlidae, o tipo mais frequentemente
encontrado foi microcromossomo, inclusive no presente estudo em C. lepidota. Porém,
Poletto et al. (2010a; 2010b) encontraram, nas espécies africanas, este cromossomo de
tamanho grande, diferindo portanto dos dados dos ciclideos neotropicais (tabela 2). O
tamanho dos cromossomos B pode ser mais uma caracteristica citogenética que diferencia os
ciclideos neotropicais dos africanos, assim como o numero dipléide, onde estes apresentam,
predominantemente, 48 e 44 cromossomos, respectivamente.

Analisando as células meidticas, dos individuos das populacbes do Saco da
Alemoa e do Gasdmetro, foram observadas metafases espermatogoniais com 49 cromossomos
sendo um destes, provavelmente, o cromossomo B (figura 2a). Nas fases iniciais da préfase |
(leptoteno e zigdteno) regides heteropicndticas bem evidentes foram observadas, o que pode
indicar a presenca do cromossomo B nestas células (figura 2b-c). Este padrdo heteropicnético
do B pode estar relacionado ao fato deste ser um cromossomo diferenciado, pelo seu tamanho
reduzido e por estar mais condensado, apresentando assim caracteristicas préprias.
Interessante notar que o cromossomo B também se mostrou heteropicnoético em outras fases
meioticas subsequentes como paquiteno, diacinese e metafase | (figura 2e, g, i;
respectivamente).

Analisando varias células em paquitenos iniciais, foi possivel observar um
univalente (1) deslocado dos demais bivalentes (1) (figura 2d, 3f,j, box); e em paquitenos bem
definidos foram observados 24 bivalentes e um univalente um pouco deslocado e mais

corado, podendo ser o cromossomo B, como citado acima (figura 2e), demonstrando que ele
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ndo apresenta homologia com os cromossomos do complemento padrdo. O esquema mostrado
na figura 2e’ foi feito para uma melhor visualizacdo e identificacdo dos univalentes e
bivalentes na célula em paquiteno. Cromossomos B foram observados durante o dipl6teno,
sendo constatada a ocorréncia de dois Bs que ndo se mostraram associados (figura 2f).

A andlise do comportamento dos cromossomos meidticos em Crenicichla
lepidota revelou uma caracteristica peculiar, como observada durante a diacinese, onde uma
configuracdo meidtica incomum entre os bivalentes e o cromossomo B (univalente) foi
notada, podendo esta ser uma configuracdo diferenciada deste B durante esta fase (figura 2g e
3g). No entanto, ndo foi evidenciado nenhum pareamento entre este cromossomo e 0s do
complemento padrdo durante a fase de paquiteno, confirmando que seja apenas alguma
configuracao diferenciada entre os cromossomos envolvidos.

As células em metéfase | apresentavam o alinhamento padrdo na placa
equatorial dos 24 bivalentes sendo observado que, em algumas células, o cromossomo B
estava bem deslocado da placa de alinhamento central (figura 2h-i e 3l), mostrando uma néo
associacdo com os outros cromossomos do complemento, semelhante ao que foi observado
durante o paquiteno. Nos espermatdcitos em anéfase I, que apresentavam o cromossomo B
nas células mitéticas, observaram-se dois conjuntos hapldides migrando aleatoriamente para
polos opostos da célula e dois cromossomos com deslocamento tardio (figura 2K),
provavelmente dois cromossomos B.

Nas células meioticas foi utilizada a técnica de impregnagdo por nitrato de
prata, e cromossomos Ag-RONs foram detectados no complemento padrdo em algumas fases,
como: espermatogonial, paquiteno, dipldteno e metéfase | (figura 3a-d), indicando a atividade
génica destas regifes durante a divisdo celular, diferindo de outros trabalhos que néo
observam o mesmo comportamento, como relatado em insetos (Severi-Aguiar et al., 2006) e
mamiferos (Hofgartner et al., 1979; Schmid et al., 1982).

Segundo Leung et al. (2004) e Sirri et al. (2008), o nucléolo se desorganiza
no final da profase, quando a atividade génica da regido organizadora de nucléolo cessa
temporariamente, devido a inativacdo da transcricdo do DNA ribossdmico (DNAr), que sé é
reiniciada durante a anafase mitética. No entanto, o que se observa neste estudo, é que 0s
cromossomos Ag-RONs apresentam uma pequena atividade durante a meiose I, talvez
resultado da atividade minima de sintese durante as fases da espermatogénese, como também
sugerido para diferentes géneros de morcegos por Beguelini et al. (2011). Apesar da grande
quantidade de trabalhos relatando a dindmica do nucléolo durante a mitose, as informacGes

sobre a atividade nucleolar durante a meiose em vertebrados é escassa (Beguelini et al., 2011).
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A hibridacdo fluorescente in situ detectou sinais de DNAr 18S nos
cromossomos do complemento padréo, nas fases espermatogonial, paquiteno, diacinese e
metafase | (figura 3e-h), confirmando o resultado obtido pela prata. Ndo foi encontrado
nenhum sinal positivo nos cromossomos B de C. lepidota porém, foi observada a mesma
configuragdo meidtica incomum entre os bivalentes e o B (figura 3g), ja visualizada na
coloracédo de Giemsa, sendo que um dos bivalentes apresenta sitios de DNAr 18S (figura 3g).
As analises mitdticas em C. lepidota demonstram que o par portador da regido organizadora
de nucléolo (RON) €é o primeiro par, e que esta regido também apresenta heterocromatina
associada (figura le and 1c, respectivamente). Estes fatos sugerem que a configuracdo
observada durante a diacinese, pode estar ocorrendo devido a alguma afinidade entre as
heterocromatinas presentes nos cromossomos envolvidos, visto que o cromossomo B é
heterocromatico e que este se mantem préximo aos bivalentes durante toda esta fase (figura
29 e 39).

Ap0s a coloracdo com fluorocromos, as regides marcadas pela prata e com a
sonda de DNAr 18S, também se mostraram CMA; positivas e DAPI negativas nas fases
espermatogonial, paquiteno, dipléteno e metéafase | (figura 3i-1), indicando a alta concentracdo
de bases GC neste local e confirmando os dados mitoticos para a espécie (presente estudo e
Perazzo et al., 2010). Interessante notar que, em metafase I, 0 cromossomo B mostrou-se
deslocado dos demais cromossomos alinhados na placa equatorial (figura 3l), semelhante ao
observado com a coloragdo de Giemsa.

Poletto et al. (2010a) verificaram em células meidticas do ciclideo africano
Astatotilapia latifasciata (citado como Haplochromis obliquidens), que os cromossomos B
ndo apresentavam nenhuma associacdo com os cromossomos do complemento A, durante
toda a préfase | e que eles apresentavam copias de genes de RNAr 18S, sugerindo que os Bs
possam ter surgido de cromossomos que apresentavam os clusters de DNAr 18S. Esta idéia
foi também compartilhada por Sobrinho et al. (2006), que relataram cromossomos B com
sitios de DNAr 18S em duas populacdes de Moenkausia sanctaefilomenae, pertencentes a
bacia do médio rio Tieté/SP.

Os estudos meio6ticos realizados em C. lepidota refletem a variabilidade dos
cromossomos B encontrados nas células somaticas, visto que foi possivel também observar,
em diversas fases da meiose, a ocorréncia de 1 a 2 univalentes, bem como células sem os Bs.
Esta variabilidade mit6tica e meiotica pode ser explicada pelo fato destes cromossomos nao
seguirem o comportamento mendeliano durante a diviséo celular, como observado durante a

anafase I, onde estes migram para o0 mesmo polo celular (figura 2k), corroborando a teoria de
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ndo segregacdo mendeliana, como proposto por Jones and Rees (1982) e compartilhado por
Camacho et al. (2000).

A observacdo de cromossomos B tanto em células mitdticas quanto em
meidticas em machos e fémeas, de ambas as populacdes de C. lepidota, sugere que pode estar
ocorrendo um mecanismo de acimulo em ambos 0s sexos, como ja relatado por Camacho et
al. (2000) para outros animais e plantas. Portela-Castro et al. (2001) verificaram que
cromossomos B de Moenkausia sanctaefilomenae formavam bivalentes durante a profase |,
sugerindo que estes podem ter uma segregacdo normal, com a transmissdo igualitaria de Bs
para cada célula, explicando assim a alta frequéncia de células soméaticas com 1B na espécie
(59,4%). Considerando que, durante a meiose, ndo foi observada a formacao de bivalentes ou
trivalentes entre os cromossomos B de C. lepidota, pode-se sugerir que uma segregacao
irregular esteja ocorrendo com estes cromossomos, Visto que a frequéncia de células com 1B €
consideravelmente baixa (21,32%), quando comparado com a encontrada por Portela-Castro
etal. (2001).

No género Crenicichla, somente duas espécies (C. reticulata e C. lepidota)
apresentam cromossomos B, compartilhando caracteristicas como a similaridade do tamanho
reduzido, o padrdo heterocromético e o irregular comportamento mitético, apesar da grande
distancia geografica entre elas, visto que C. reticulata é da bacia Amazonica/AM (Feldberg et
al., 2004) e C. lepidota é do sistema hidrografico da Laguna dos Patos/RS (presente estudo).

Analisando o fato que a familia Cichlidae é bastante conservada
citogeneticamente e que apenas 5% das espécies estudadas de ciclideos apresentam
cromossomos B, pode-se sugerir seu recente aparecimento na familia e em Crenicichla
lepidota, visto que nenhuma outra populacao estudada desta espécie apresentou este tipo de
cromossomo (Thompson, 1979; Feldberg e Bertollo, 1985a, 1985b; Martins-Santos et al.,
1995; Fenocchio et al., 2003; Perazzo et al., 2010; Poletto et al., 2010b), inclusive as demais
localidades deste estudo (Arroio Capivara e Estacdo Experimental Agrondmica da UFRGS).
Tal proposta difere do que ocorre em outros peixes neotropicais, onde a origem do
cromossomo B antecede a diversificagdo das espécies a partir de um ancestral comum, como
em especies dos géneros Rhamdia (Fenocchio et al., 2000; Moraes et al., 2007; 2009) e
Astyanax (Moreira-Filho et al., 2004).

De todas as populacdes analisadas, apenas as do Saco da Alemoa e
Gasdmetro apresentaram cromossomos B, sendo que somente a ultima localidade apresentou
a variacao de zero a trés. Estas localidades pertencem ao lago Guaiba, que esta situado nos

mais importantes nudcleos industriais do estado do Rio Grande do Sul e recebe residuos
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provenientes de, aproximadamente, 70% da populacéo dos maiores centros urbanos, incluindo
a capital (Menegat et al., 1999). Esta condicdo ambiental pode ter favorecido a ocorréncia de
Bs que, provavelmente, podem tolerar condi¢des mais adversas. Embora ndo se conheca
exatamente o significado da presenca destes cromossomos nas especies, é possivel que estes
possam ter um valor adaptativo em Crenicichla lepidota, pois os individuos que habitam o
GasOmetro, considerado uma area mais poluida que o Saco da Alemoa, apresentaram uma
maior quantidade de cromossomos B.

Feldberg et al. (2004) sugerem que uma das possiveis hipoteses para o
aparecimento do cromossomo B nas trés espécies de ciclideos amazonicos, foram eventos de
quebras cromossdmicas devido a condi¢cdes ambientais, causando atraso dos fragmentos
cromossémicos durante a divisdo celular, decorrente da presenca de metais pesados no
ambiente. Fato semelhante parece ocorrer em C. lepidota, que também habita um local
poluido, pois foi possivel observar cromossomos B com migracdo tardia para apenas um polo
celular durante a anafase | (figura 2k), o que pode acarretar o acimulo deste cromossomo,
uma vez que a poluicdo local pode favorecer a migracdo diferencial para somente um polo,
além do fato que certas substancias podem promover quebras cromossdmicas e originar estes
Cromossomos.

No entanto, Camacho et al. (2000) sugerem que a varia¢do da ocorréncia de
cromossomos B nos individuos estd relacionada a diversos fatores, como 0s historicos,
seletivos, de transmissdo e outros fatores aleatdrios, e ndo somente as condi¢cdes ambientais.

Os estudos realizados em Crenicichla lepidota descrevem mais uma
ocorréncia de cromossomos B na familia Cichlidae, sendo a primeira nesta espécie e as
analises do seu comportamento meiotico revelam caracteristicas proprias e confirmam sua
instabilidade e a ndo associagdo com os demais cromossomos do complemento normal
padrdo. A baixa frequéncia destes cromossomos na familia sugerem um recente aparecimento,
e condi¢Oes ambientais adversas poderiam explicar sua ocorréncia nas populacdes analisadas
de C. lepidota.
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Tabela 1 - Frequéncia de cromossomos B em células somaticas de Crenicichla lepidota (M
— macho; F fémea).

N° DE CROMOSSOMOS B

TOTAL

NUMEROS LOCALIDADE SEXO 1 ) 3 N° DE CELULAS
174 Gasdmetro M 7 6 5 1 19
208 Gasometro F 30 2 2 1 35
248 Saco da Alemoa F 11 9 0 0 20
774 Saco da Alemoa M 27 5 0 0 32
775 Saco da Alemoa M 7 3 0 0 10
776 Saco da Alemoa F 16 4 0 0 20
Total 98 29 7 2 136
(%) 72,06 21,32 5,15 1,47 100

Tabela 2 - Cromossomos B na familia Cichlidae (2n — ndmero dipldide; Bmicro
microcromossomo; By — metacéntrico grande; B, — metacéntrico meédio; Ref -

referéncias).

Tipo/

Presenca de

Espécies Localidade 2n Bs . Ref
Tamanho Heterocromatina

Astatotilapia latifasciata Fonte comercial, Botucatu/SP 44 0-2 B totalmente 3

Cichla sp. Lago Balbina, Rio Uatum&/AM 48 1-3 Bmicro totalmente 1

Crenicichla reticulata Lago Balbina, Rio Uatum&/AM 48 1-3 Bmicro totalmente 1
Lago Cataldo, Rio Solimdes e 48 1-3 Bmicro totalmente 1
Rio Negro/AM

Crenicichla lepidota Saco da Alemoa, Laguna dos 48 0-1 Bmicro totalmente 7
Patos/RS
Gasbmetro, Laguna dos 48 0-3 Bimicro totalmente 7
Patos/RS

Gymnogeophagus balzanii Rio Miranda/MS 48 0-4 Bmicro - 2

Haplochromis plagiodon Nyaruwambu, Lago Victoria 44 1-3 - - 6

Haplochromis pyrrhocephalus ~ Mwabulugu, Lago Victoria 44 0-3 Bm - 6

Haplochromis tanaos Baia Nyegezi 44 0-1 - - 6

Haplochromis sp. “‘purple Nyaruwambu, Lago Victoria 44 0-1 - - 6

yellow’’

Haplochromis sp. “*“Matumbi Nyaruwambu, Lago Victoria 44 1 - - 6

hunter’’

Haplochromis fisheri Nyaruwambu, Lago Victoria 44 2 - - 6

Laetacara cf. dorsigera Lagoas Guarana, Garga e 48 0-2 Bmicro - 5
Pontal, Rio Parana/PR

Lithocromis rubripinnis Ilha Matumbi, Nyaruwambu, 44 0-3 - - 6
Lago Victoria

Lithochromis rufus Ilha Kilimo, llha Matumbi 44 1-2 - - 6

Metriaclima lombardoi Fonte comercial, UMD/USA, 44 1 Bwm - 4
Botucatu/SP

Neochromis greenwoodi Baia Nyegezi, Nyaruwambu, 44 0-2 - - 6
Lago Victoria

Neochromis rufocaudalis Baia Nyegezi, Ilha Hipop6tamo 44 1-2 - - 6

Pundamilia pundamilia Nyaruwambu, Lago Victoria 44 1-3 - - 6

Referéncias:

et al. (2010b); 5 — Martins-Santos et al. (2005); 6 — Yoshida et al. (2011); 7 — presente estudo.

1 - Feldberg et al. (2004); 2 —Feldberg and Bertollo (1984); 3 — Poletto et al. (2010a); 4 — Poletto



53

Figura 1 — Cariétipo (a), exemplar (b), metafase parcial mitética apés bandamento C (c) e
pares cromossdmicos apds impregnacao por nitrato de prata, FISH com sonda de
DNAr 18S e dupla coloragdo CMA3/DAPI em Crenicichla lepidota (d, e, f;
respectivamente). A seta indica o cromossomo B e o0 asterisco indica o par 1 com
heterocromatina associada a RON. Em a, observar a constricdo secundéria
intersticial no brago curto do primeiro par metacéntrico
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Figura 2 — Células meidticas de Crenicichla lepidota corada com Giemsa. a

Espermatogbnias com 49 cromossomos. b-c Leptéteno e Zigoteno,
respectivamente, mostrando regiGes heteropicnoticas (cabecas de seta). d-e
Paquitenos, com o cromossomo B (seta) isolado dos demais bivalentes e esquema
interpretando essa fase e indicando o B (e”). f Dipléteno, com 24 bivalentes e dois
cromossomos Bs (setas). g Diacinese, mostrando uma configuracdo diferenciada
(asterisco) entre os bivalentes e o B (seta). h-i Metéfases I, com o cromossomo B
(seta) isolado da placa central de orientacdo. j-k Anafases I, com a auséncia e a
presenca de cromossomos B (setas), respectivamente.
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Figura 3 - Celulas meidticas de Crenicichla lepidota com impregnacdo pelo nitrato de
prata, FISH com sonda de DNAr 18S e dupla coloragio CMAGS/DAPI,
respectivamente. a, e, i Espermatogénias. b, f, j Paquitenos, com o cromossomo
B (seta) isolado dos demais bivalentes e paquiteno iniciais destacados no box. c,
k Diplétenos. g Diacinese, mostrando uma configuracdo diferenciada (asterisco)
entre os bivalentes e o B (seta). d, h, | Metafases I, com o cromossomo B (seta)
isolado da placa central de orientacdo. As cabegas de seta indicam as regides
organizadoras de nucléolo.

a : b c d
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RESUMO

Crenicichla € o maior género da familia Cichlidae na América do Sul, com 85 espécies
vélidas, que sdo popularmente conhecidas no Brasil como “jacundas” ou “joaninhas” e estdo
amplamente distribuidas nos rios a leste da Cordilheira dos Andes. Analises citogenéticas
foram realizadas em sete espécies pertencentes ao género Crenicichla: C. britskii, C. haroldoi,
C. lepidota, C. maculata, C. niederleinii, C. punctata e C. semifasciata, coletadas em
diferentes pontos das bacias do rio Paranapanema (PR/SP), do rio Paraguai/MS e do sistema
hidrografico da Laguna dos Patos/RS. Todas as espécies apresentaram um numero diploide
igual a 48, com diferencas interespecificas quanto as férmulas cariotipicas. Crenicichla
britskii, C. niederleinii e C. punctata apresentaram 4m+6sm+38st-a e NF=58; C. haroldoi
apresentou 6m+4sm+38st-a e NF=58; 6m+42st-a e NF=54 para Crenicichla maculata e
Crenicichla lepidota e 4m+44st-a e NF=52 para C. semifasciata. Todas as espécies
apresentaram RONs simples, com excecdo da populacdo de C. britskii do rio Paranapanema
gue mostrou uma variacdo de 2 a 4 cromossomos nucleolares. As RONs foram coincidentes
com constricBes secundarias, exceto em C. britskii do rio Paranapanema que apresentou
apenas um dos pares nucleolares (par 5) correspondente a constricdo secundaria. Todos 0s
demais cromossomos com cistrons ribossdémicos foram CMA; positivos e DAPI negativos. A
heterocromatina mostrou-se distribuida principalmente nas regides pericentroméricas dos
cromossomos e coincidentes com as RONs. C. maculata, C. niederleinii e C. britskii
(populacdo do Paranapanema) mostraram heteromorfismo de tamanho entre 0s cromossomos
homologos da RON. Este trabalho mostra pela primeira vez dados citogenéticos de
Crenicichla haroldoi, C. maculata e C. punctata, e os resultados obtidos mostram padrdes
cariotipicos semelhantes aos da literatura, entretanto, a diversidade cariotipica encontrada nas
populacbes de C. britskii trazem novas informacGes sobre a evolucao cariotipica da familia
Cichlidae que, até entdo, se mostrou conservativa. Além disso, os dados obtidos podem
auxiliar os estudos filogenéticos no género Crenicichla.

Palavras-Chaves: AgRONSs. Fluorocromos. Rio Paranapanema. Rio Paraguai. Laguna dos
Patos.

Introducéo

A familia Cichlidae apresenta uma grande variedade de espécies de peixes e
¢ uma das maiores dentre os Perciformes, com aproximadamente 1640 espécies validas
(Eschmeyer e Fong 2013), sendo considerada um grupo altamente especializado (Kullander
1998). Através de andlises cladisticas morfoldgicas, Kullander (1998) e Landim (2006)
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verificaram que esta familia € um grupo monofilético e os resultados demonstraram uma
dicotomia entre ciclideos do “Velho Mundo” e do “Novo Mundo”.

Os ciclideos neotropicais, com mais de 406 espécies validas (Kullander
2003), teve seu monofiletismo primeiramente reconhecido por Stiassny (1991) e,
posteriormente, foi corroborado por relages filogenéticas baseadas em dados moleculares
(Farias et al. 1999; Lopez-Fernandez et al. 2010) ou combinacdo de dados morfologicos e
moleculares (Farias et al. 2000; Lopez-Fernandez et al. 2005; Landim 2006; Smith et al.
2008).

Dentre os ciclideos neotropicais, o género Crenicichla é um dos mais
numerosos com mais de 90 espécies conhecidas, das quais 85 ja foram descritas como
especies validas (Kullander et al. 2009; Pialek et al. 2010). As “pike cichlids” sdo facilmente
reconhecidas devido a forma do corpo alongada, boca grande e prognata, ocorrendo em sua
grande maioria na regido tropical e subtropical da América do Sul, desde as drenagens
costeiras da Venezuela e Guianas, até o rio da Prata na Argentina (Kullander e Lucena 2006).

Este género é bastante estudado do ponto de vista citogenético, com o
primeiro estudo realizado por Oyhenart-Perera et al. (1975) em Crenicichla sexatilis. Desde
entdo, varios estudos vem sendo realizados, estando em sua maioria resumidos a identificacdo
do numero diploide, totalizando dezenove espécies analisadas, até 0 momento. Destas, apenas
Crenicichla sp. ndo apresentou o namero dipldide igual a 48 cromossomos, segundo um
levantamento citogenético realizado por Feldberg et al. (2003). Entretanto, a posi¢do
filogenética de Crenicichla dentro da familia é bastante controversa, ora pertencendo ao clado
Cichlinae (Stiassny 1991; Kullander 1998) e ora ao clado Geophaginae (Farias et al. 2000;
Lopez-Fernandez et al. 2005; Landim 2006; Smith et al. 2008).

Deste modo, este trabalho vem acrescentar informacdes cariotipicas para
sete espécies de “pike cichlids”: Crenicichla britskii, C. lepidota, C. niederleinii, C.
semifasciata, C. punctata, C. haroldoi e C. maculata, por meio de diferentes técnicas de
bandamento cromossémico, sendo inéditas as informacdes para as trés Ultimas espécies. Os
dados obtidos poderdo ser utilizados como uma ferramenta adicional para estudos
filogenéticos, auxiliando na melhor definicdo das relacdes filogenéticas dentro do género.

Material e Métodos

As espécies estudadas foram coletadas em diferentes pontos da bacia do rio
Paranapanema(PR/SP), Paraguai/MS, Laguna dos Patos/RS e Tramandai/RS, sendo
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analisados treze exemplares (7 machos e 6 fémeas) de Crenicichla britskii do ribeirdo
Taquari/PR (23°10°45.2’S 50°56°30.9’W) e do rio Paranapanema/SP (22°42°30.3”’S
51°04°08.4’"W); 4 espécimes (2 machos e 2 fémeas) de C. haroldoi coletados no ribeirdo
Pavao/PR e sete espécimes (2 machos e 5 fémeas) de C. niederleinii coletados no ribeirdo
Trés Bocas/PR (23°23’06.6”’S 51°04°35.8’’W), sendo que estas localidades pertencem a bacia
do rio Paranapanema. Das espécies coletadas no rio Miranda (19°34°38.01°’S
57°01°06.63’W), foram analisados trés individuos (1 macho e 2 fémeas) de C. lepidota e uma
fémea de C. semifasciata, pertencentes a bacia do rio Paraguai/MS.

Das espécies da bacia do Tramandai/RS, foram analisados seis individuos (2
machos e 4 fémeas) de C. maculata coletados no rio Maquiné (29°39°10.4°°S 50°12°31.8""W)
e nove individuos (3 machos, 3 fémeas e 3 de sexo indeterminado) de C. lepidota coletados na
Barra do Jodo Pedro (29°46°21.2°’S 50°05°08.0°"W); e sete individuos (2 machos e 5 fémeas)
de C. punctata, coletados no Saco da Alemoa e rio Forqueta (29°22°08.0°’S 52°03°30.0’W),
pertencentes ao sistema Laguna dos Patos/RS. Os espécimes foram depositados no Museu de
Zoologia da Universidade Estadual de Londrina, Parand, Brasil e, por conveniéncia, as
diferentes populagdes de C. britskii foram chamadas de A (Taquari) e B (Paranapanema),
como demonstrado na tabela 1. Os exemplares foram coletados com a autorizagédo do Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA: numero da
licenca - 1947869).

Para a obtencdo dos cromossomos mitoticos, foi utilizada a técnica de
preparacdo direta, proposta por Bertollo et al. (1978). A morfologia dos cromossomos foi
embasada na razdo dos bragos proposta por Levan et al. (1964), classificando-os em
metacéntricos (m), submetacéntricos (sm), considerados com 2 bracos cromossémicos, e
subtelo-acrocéntricos (st-a) com 1 brago para a determinacdo do nimero fundamental (NF).

A detec¢do da regido organizadora de nucléolos (RONSs) pela impregnagédo
por nitrato de prata e a determinacdo do padrdo de heterocromatina foram realizados de
acordo com as técnicas descritas por Howell e Black (1980) e Sumner (1972),
respectivamente. Para a determinacéo dos sitios ricos em bases GC e AT foram utilizadas as
técnicas de coloracdo com cromomicina Az (CMA3) e 4’,6-Diamidino-2-phenylindole
(DAPI), de acordo com as técnicas descritas por Schweizer (1980), com modificacbes. A
hibridacédo fluorescente in situ (FISH) foi realizada seguindo protocolo de Pinkel et al. (1986),
com modificagdes, utilizando sonda de DNAr 18S de Prochilodus argenteus (Hatanaka e
Galetti Jr 2004). As anélises das laminas foram realizadas em microscopio de epifluorescéncia
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(Leica DM2000) e as metafases foram capturadas pelo software Leica Apllication Suite,

versdo 3.1.0. (Leica Microsystems).

Resultados

Todas as espécies analisadas apresentaram o numero diploide (2n) igual a
48 cromossomos, no entanto, foram observadas quatro diferentes formulas cariotipicas entre
as espécies, sendo 6m+4sm+38st-a e NF=58 para C. haroldoi (Fig. 1a), 4m+6sm+38st-a e
NF=58 para C. britskii, C. niederleinii e C. punctata (Fig. 1b-d e 2c), 6m+42st-a e NF=54
para C. lepidota e C. maculata (Fig. 2a-b) e 4m+44st-a e NF= 52 para C. semifasciata (Fig.
2d). Nenhuma diferenciacao cariotipica foi observada entre machos e fémeas nas populacdes
estudadas.

Os espécimes de Crenicichla britskii, das populacdes A e B apresentaram
uma constricdo secundaria, localizada na regido terminal do brago longo do 5° par
cromossdmico do complemento, do tipo sm; sendo observado na populacdo B um
heteromorfismo de tamanho da constricdo entre os homdlogos desse par (Fig. 1b-c). Além
disso, C. britskii apresentou uma constri¢do secundaria adicional no braco longo do par 20 (st-
a) para a populacdo A e no brago curto do par 1 (m) para a populacdo B (Fig. 1b-c e Tabela
1). Em todas as outras espécies, exceto C. semifasciata, as constricdes secundarias
localizaram-se intersticialmente no brago curto do primeiro par cromossémico do grupo m,
sendo observado um heteromorfismo de tamanho em C. maculata e C. niederleinii (Fig. 1 e
2a-C).

As regibes organizadoras de nucléolos (AgRONS) foram localizadas em um
par de cromossomos para todas as espécies, exceto a populacdo B de C. britskii que
apresentou até dois pares cromossdmicos marcados. A populacdo A de C. britskii apresentou
marcacgdes terminais no braco longo do 5° par do complemento (sm) (Fig. 1b) e as demais
espéecies marcacgdes intersticiais no braco curto do maior par metacéntrico (Fig. 1 e 2), sendo
que as AgRONs foram coincidentes com as constricdes secundarias observadas pela
coloragdo com Giemsa.

Em C. britskii da populacdo B, foi possivel observar uma variacdo de 2 a 4
cromossomos AgRONS, estando as marcagOes localizadas nas regides terminais do braco
longo de um par submetacéntrico (par 5) e do braco curto de um par subtelo-acrocéntrico (par
6), sendo o primeiro coincidente com a constricdo secundaria observada na coloragdo com

Giemsa e apresentando 0 mesmo heteromorfismo quanto ao seu tamanho (Fig. 1b e Tabela 1).
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A hibridacéo fluorescente in situ (FISH), com sonda de DNAr 18S, revelou
para todas as espécies de Crenicichla, exceto C. britskii, a presenca de dois cistrons
ribossémicos na regido intersticial do braco curto do primeiro par cromossdémico (Fig. 1 e 2).
A populacdo A de C. britskii, também apresentou dois cistrons ribossdmicos, entretanto em
regido terminal no brago longo do quinto par . E a populacdo B desta mesma espécie mostrou
quatro cromossomos marcados, os pares 5 e 6, em regido terminal (Fig. 1b-c).

O bandamento C revelou marcacdes heterocromaticas distribuidas na regiao
pericentromérica da grande maioria dos cromossomos e associadas as RONs em todas as
espécies (Fig. 3), exceto os espécimes da populacdo B de C. britskii, cuja RON localizada no
par 6 se mostrou banda C negativa (Fig. 3c). Em C. britskii, as constricdes adicionais
observadas no par 20 (populacdo A) e no par 1 (populacdo B) ndo relacionadas as regides
organizadoras de nucléolos, mostraram-se heterocromaticas (Fig. 3b-c).

O tratamento com o fluorocromo cromomicina Az evidenciou marcagoes
fluorescentes coincidentes com a RON em todas as espécies analisadas (Fig. 1 e 2), exceto o
par 6 de C. britskii da populacdo B, e nesta mesma populacdo foi observado um par CMA;
positivo adicional (par 1) (Fig. 1c). O par 5 dos exemplares desta mesma localidade, C.
niederleinii e os de C. maculata apresentaram 0 mesmo heteromorfismo de tamanho que ja
tinha sido evidenciado pelo Giemsa e hibridacdo fluorescente in situ, com sonda de DNAr
18S (Fig. 1c e 2a e Tabela 1). Na coloracdo com DAPI estas regibes ndo apresentaram

marcacoes fluorescentes, aparecendo somente como bandas negativas (Fig. 1 e 2).

Discussao

Estes sdo os primeiros dados citogenéticos para Crenicichla haroldoi, C.
maculata e C. punctata e, assim como C. lepidota, C. niederleinii, C. semifasciata e C.
britskii, todas apresentaram um conservado numero diploide (2n) de 48 cromossomos,
corroborando com os dados da literatura, em que todas as espécies de Crenicichla possuem,
até o momento, este padrdo, exceto Crenicichla sp., estudada por Rezende et al. (1996), que
apresentou 2n=46. O numero fundamental (NF) observado também estd entre as faixas
encontradas na literatura, que é de 52 a 64.

Entretanto, apesar da conservacdo do numero diploide, variagbes nas
formulas cariotipicas foram encontradas em C. semifasciata, C. niederleinii e C. britskii em
relacdo as outras populacfes anteriormente estudadas destas espécies (Feldberg e Bertollo
1985a, 1985b; Martins et al. 1995; Benzaquem et al. 2008; Poletto et al. 2010). Tais
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diferencas podem ser atribuidas a eventos de inversbes pericéntricas que estdo
desempenhando um papel importante na diversidade cariotipica destas espécies, como ja
sugerido por Feldberg e Bertollo (1985a).

Segundo Thompson (1979), os ciclideos apresentam 48 cromossomos do
tipo subtelo-acrocéntricos em espécies basais, onde a presenca de cromossomos meta-
submetacéntricos significaria um cariotipo derivado e, quanto maior a presenca de
cromossomos acrocéntricos, mais ancestral serd o cariotipo. Esta hipotese é também
compartilhada por Feldberg et al. (2003) que considera o género Crenicichla mais derivado,
devido a presenca de cromossomos metacéntricos e submetacéntricos. Levando em
consideracao essas informacdes, o género Crenicichla esta mais proximo dos Geophagineos,
visto que o clado Cichlinae seria mais ancestral quando comparado ao clado Geophaginae,
pois apresenta, em sua maioria, espécies com caridtipo de apenas cromossomos subtelo-
acrocéntricos, como as encontradas no género Cichla.

Outra caracteristica compartilhada entre as espécies aqui analisadas, exceto
a populacdo A de C. britskii, foi a presenca de uma constri¢cdo secundaria intersticial no braco
curto do primeiro par cromossomico do grupo m (Fig. 1 e 2), o qual parece ser um
cromossomo caracteristico deste género, sendo talvez um marcador citotaxonémico, pois é
observado também em C. lacustris, C. semifasciata e C. vittata (Feldberg e Bertollo 1985a;
1985b), C. lepidota (Martins et al. 1995; Perazzo et al. 2010; Poletto et al. 2010), Crenicichla
sp. e C. niederleinii (Loureiro et al. 2000), C. iguassuensis (Mizoguchi et al. 2007) e C.
reticulata (Benzaquem et al. 2008). Este cromossomo particular do género é outra
caracteristica que aproxima este grupo do clado Geohaginae, ja que outros géneros deste
clado, como Geophagus e Gymnogeophagus, apresentam também esse tipo cromossémico,
como em Gymnogeophagus balzanii (Feldberg e Bertollo 1984; Roncati et al. 2007), G.
labiatus (Pires et al. 2010); Geophagus surinamensis (Feldberg e Bertollo 1985a) e G.
proximus (Valente et al. 2012).

Interessante notar, que a populacdo A de C. britskii ndo mostrou esta
constricdo em regido intersticial, e sim na regido terminal do braco longo de um par
cromossémico submetacéntrico. Outro fato que chama a atengdo, é que ambas populacbes de
C. britskii, apresentaram uma constricdo secundaria adicional no braco longo do par 20
(populacdo A) e par 5 (populacdo B). A ocorréncia destas constricbes secundarias adicionais
nunca tinha sido relatada na literatura podendo indicar, a principio, uma caracteristica

diferencial para esta espécie.
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Na analise das regides organizadoras de nucléolos (AgRONS), foi verificado
0 primeiro par cromossdmico como portador de uma marcacao intersticial no brago curto em
todas as espécies, exceto Crenicichla britskii, coincidente com a constricdo secundaria
presente na coloracdo com Giemsa. A presenca de RONSs simples intersticiais neste par
cromossémico é bastante conservado neste género, como relatado por Loureiro et al. (2000),
Roncati et al. (2007), Benzaquem et al. (2008), Valente et al. (2012), entre outros; sendo
encontrada apenas variacdo quanto a identificacdo do cromossomo portador, podendo ser em
cromossomos metacéntricos (Martins et al. 1995; Loureiro et al. 2000; Mizoguchi et al. 2007)
ou submetacéntricos (Martins et al. 1995).

As populacGes de Crenicichla britskii se mostraram mais variaveis em
relacdo as estas regifes. A populacdo A também apresentou um par cromossdmico portador
da AgNOR como as outras espécies, porém, com marcagdes no braco longo do 5° par
cromossomico sm. Na populacdo B de C. britskii foram observados 2 pares nucleolares: o par
5 e 6, sendo o primeiro correspondente a constri¢cdo secundaria; ja a constricdo encontrada no
par 1 ndo foi coincidente com sitios nucleolares. A ocorréncia de RONs mudltiplas pode
indicar que esta populacdo apresenta caracteristicas mais derivadas em relacdo a da outra
localidade estudada, pois este padrdo foi relatado anteriormente no género, somente em
Crenicichla lepidota, da regido de Porto Rico proveniente da bacia do rio Parand/PR,
analisada por Martins et al. (1995), sendo observados também 2 pares nucleolares, situacdo
distinta da encontrada nesta mesma espécie no presente trabalho.

De modo geral, o padrdo observado em Crenicichla (C. britskii, C.
maculata, C. lepidota, C. haroldoi, C. niederleinii, C. semifasciata e C. punctata), com
excecdo de uma populacdo de C. britskii, que apresentou 4 marcacOes, todas espécies
analisadas no presente estudo, apresentaram apenas um par cromossdmico com cistrons
ribossémicos 18S, corroborando assim os dados obtidos com a impregnacao por nitrato de
prata e a condicdo ancestral proposta por Feldberg et al. (2003). Os sinais de hibridacdo foram
localizados intersticialmente no braco curto do maior par cromossémico do complemento,
semelhante ao j& relatado para Crenicichla lepidota por Perazzo et al. (2010) e Poletto et al.
(2010). E importante destacar que C. lepidota era a Unica espécie do género, até 0 momento,
com resultados de hibridacéo in situ.

Heteromorfismo de tamanho nas regides organizadoras de nucléolos, como
encontrado no par 5 em C. britskii (populacdo B), C. niederleinii e C. maculata, pode ser
resultado de crossing-over desigual ou amplificacdo diferencial desta regido entre 0s
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cromossomos homdlogos, como ja tem sido proposto para outros peixes e, inclusive, na
familia Cichlidae (Pires et al. 2008; Gross et al. 2010; Poletto et al. 2010, entre outros).

A coloracdo pelo fluorocromo cromomicina Az evidenciou, para as sete
espécies, marcacdes fluorescentes coincidentes com as RONs, indicando a predominancia de
bases GC. Entretanto, a populagdo B de Crenicichla britskii, apresentou novamente um
padrédo distinto, sendo que apenas um dos pares nucleolares (par 5) foi CMA3; positivo. Nos
exemplares desta mesma localidade foi observada uma marcacdo fluorescente intersticial no
par 1, coincidente com a heterocromatina sendo esta, portanto, composta predominantemente
de bases GC, diferente das heterocromatinas pericentroméricas. As RONs mostraram-se
DAPI negativas revelando portanto, escassez de bases AT. Os dados com fluorocromos
coincidem com os encontrados na literatura para o género por Loureiro et al. (2000), Perazzo
et al. (2010), Mizoguchi et al. (2007) e Valente et al. (2012).

A heterocromatina em Crenicichla britskii mostrou-se distribuida nas
regibes pericentromeéricas da maioria dos cromossomos e nas constricdes secundarias,
caracteristica comum do género, entretanto, somente as constricdes do par 5 para ambas as
populacdes sdo correspondentes as RONSs, indicando a presenca de heterocromatina associada
e ndo associada aos cistrons ribossémicos. J& a distribui¢do da heterocromatina para as outras
seis espécies de Crenicichla foi semelhante, sendo observadas marcacGes pericentroméricas
na grande maioria dos cromossomos e associadas as RONs. O mesmo heteromorfismo de
tamanho observado nas regies organizadoras de nucléolos e na coloragcdo com Giemsa em C.
britskii (populagdo B), C. niederleinii e C. maculata foi encontrado na banda C.

Este padrdo de distribuicdo de heterocromatina é bem caracteristico do
género sendo observado em diferentes espécies, como C. lepidota (Martins et al. 1995;
Roncati et al. 2007; Perazzo et al. 2010), Crenicichla sp., C. niederleinii (Loureiro et al. 2000;
Roncati et al. 2007), C. reticulata (Feldberg et al. 2004) e C. strigata (Valente et al. 2012). No
entanto, Mizoguchi et al. (2007) analisando trés espécies de Crenicichla do rio Iguacu/PR,
verificaram que as AgRONs sdo banda C negativa, o que poderia, segundo 0s autores,
caracterizar as espécies de Crenicichla do rio Iguagu/PR.

Analisando os dados encontrados para C. britskii, pode-se verificar que,
apesar de possuirem o mesmo numero diploide tdo conservado no género e na familia,
apresentaram caracteristicas préprias, que diferiram esta espécie do padrdo geral encontrado
para o género Crenicichla, assim como para as espécies aqui estudadas.

As diferencas citogenéticas observadas em C. britskii podem ser resultantes

de um isolamento geografico entre as populacbes do ribeirdo Taquari/PR e do rio



68

Paranapanema/SP. Ploeg (1991), ao estudar esta mesma espécie, verificou que era endémica
da bacia do Alto Parana e que este endemismo era resultante da pequena capacidade de
deslocamento destes peixes; pelo fato de serem altamente territorialistas, de modo geral, ndo
realizam extensas migragoes ao longo do seu ciclo de vida, mantendo-se isoladas (Castro
1999).

De acordo com Oliveira et al. (1988), populacdes que apresentam menor
mobilidade e quantidade de individuos sdo mais instaveis em relacdo a sua macroestrutura
cariotipica, visto que o fluxo génico é menor, proporcionando assim, uma maior taxa de
fixacdo de alguma alteragio cromossémica. E o que pode estar ocorrendo com as duas
populacbes de Crenicichla britskii, onde o isolamento geografico facilitaria a fixacdo de
rearranjos cromossémicos, levando a um processo de especiacdo, sendo que a populacdo de
C. britskii do rio Paranapanema apresenta caracteristicas mais derivadas quando comparadas
com a do ribeirdo Taquari.

Os resultados para as demais espécies de Crenicichla mostram que o0s
padrdes cariotipicos foram semelhantes aos da literatura, indicando uma tendéncia
conservativa na evolugdo cromossémica deste grupo de peixes, apresentando caracteristicas
consideradas tipicas deste género como 2n=48, a presenca do maior par cromossémico com
constricdo secundaria intersticial no brago curto, a distribuicdo pericentromérica da
heterocromatina, entretanto, a diversidade cariotipica encontrada nas populac@es de C. britskii
trazem novas informagdes sobre a evolucdo cariotipica da familia Cichlidae que, até entdo, se
mostrou conservativa.

E importante ressaltar que as caracteristicas citogenéticas peculiares de
Crenicichla, como o maior par do complemento com constricdo secundaria intersticial e a
presenca de cromossomos meta/submetacéntricos no cariétipo, podem ser uma importante
ferramenta para estudos filogenéticos neste grupo de peixes, posicionando o género
Crenicichla no clado Geophaginae, corroborando a filogenia proposta por Lopez-Fernandez et
al. (2005), Landim (2006) e Smith et al. (2008).
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Tabela 1 - Resultados cariotipicos para as espécies de Crenicichla analisadas no presente
estudo: 2n = numero dipléide, NF = ndmero fundamental, CS = constricao
secundaria, RONs = regides organizadoras de nucléolos e CMA3; = cromomicina
As.

- . ~ Férmulas
Espécies Localidade Populagdes  2n Cariotipicas NF CS RONs CMA;
. . Par 5 (t) Simples:
rib.Taquari (PR) A 48 4m+6sm+38st-a 58 Par 20 (1) Par 5 (1) Par 5 (t)
C. britskii rio . Multipla: .
Paranapanema B 48 4m+6sm+38st-a 58 PF:?,rSl (EI))* Par 5 (t)* Ifaarr51 (?))*
(SP) P_ar 6 (t)
C. haroldoi rib. Pavéo (PR) - 48 6m+4sm+38sta 58 Par 1 (i) ISDIaTT((EiS): Par 1 (i)
Barra do Jodo Simoles:
C.lepidota Pedro (RS) e rio - 48 6 m+42sta 54 Par 1 (i) Parq (i). Par 1 (i)
Miranda (MS)
Saco da Alemoa Simoles:
C. punctata e rio Forqueta - 48 4m+6sm+38sta 58 Par 1 (i) P Fi . Par 1 (i)
(RS) ar 1 (i)
C. maculata .”O IE/IRag)ume - 48 6 m+42st-a 54 Par 1 (i)* ;S;nlp I(?)s* Par 1 (i)*
C. niederleinii rlb.TEgsRI;’ocas - 48 4m + 6sm + 38st-a 58 Par 1 (i)* g;rrnﬂ?)i Par 1 (i)*
C. semifasciata no E\Kll:rsa;nda - 48 4m+44st-a 52 Par 1 (i) ISDI;TZS): Par 1 (i)
Legenda: rib. = ribeirdo; t = terminal; i = intersticial; * = heteromorfismo.
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Figura 1 - Caridtipo e pares cromossdmicos apds impregnacdo por nitrato de prata, FISH
com sonda de DNAr 18S e dupla coloracdo CMA3/DAPI em Crenicichla haroldoi
(@), C. britskii, das populacdes A (b) e B (c) e C. niederleinii (d),
respectivamente. O box evidencia a constricdo secundaria intersticial no braco
curto do primeiro par metacéntrico (a, ¢ e d) e no brago longo (b e c).
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Figura 2 - Caridtipo e pares cromossdmicos apds impregnacdo por nitrato de prata, FISH
com sonda de DNAr 18S e dupla coloracdo CMA3/DAPI em Crenicichla
maculata (a), C. lepidota (b), C. punctata (c) e C. semifasciata (d),
respectivamente. O box evidencia a constricdo secundaria intersticial no braco
curto do primeiro par metacéntrico.
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Figura 3 - Metafases somaticas ap6s o bandamento C de Crenicichla haroldoi (a), C.
britskii, das populacbes A (b) e B (c); C. niederleinii (d), C. maculata (e), C.
lepidota (f), C. punctata (g) e C. semifasciata (h), respectivamente. As setas
indicam as regides organizadoras de nucléolos e as cabecas de seta as constricdes

secundarias adicionais em C. britskii.
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Comparagdo cromossdmica entre cinco espécies de ciclideos neotropicais dos géneros

Cichlasoma e Gymnogeophagus (Perciformes)

Larissa B. Pires; Ana Lucia Dias”

Departamento de Biologia Geral, CCB, Universidade Estadual de Londrina, Caixa Postal
6001, Londrina, Parana CEP 86051-970, Brasil

RESUMO

A familia Cichlidae € um dos maiores grupos de teledsteos e um dos mais especiosos da
ordem Perciformes, tendo mais de 1.600 espécies de peixes habitando a Africa, paises do
Oriente e toda América. Os géneros Cichlasoma e Gymnogeophagus, pertencem a subfamilia
Cichlinae, compreendendo 52 espécies validas, mas com poucos estudos citogenéticos.
Analises citogenéticas foram realizadas em cinco espécies: Cichlasoma dimerus, C.
paranaense, C. portalegrense, Gymnogeophagus rhabdotus e G. lacustris, coletadas em
diferentes pontos das bacias dos rios Paranapanema (PR/SP) e Paraguai/MS e do sistema
hidrografico da Laguna dos Patos/RS. Todas as espécies apresentaram um numero diploide
igual a 48, com diferencas inter e intraespecificas quanto as formulas cariotipicas. Cichlasoma
dimerus apresentou 12m-sm+36st-a (NF=60), C. portalegrense e C. paranaense (populagdo
ribeirdo Taquari) apresentaram 14m-sm+34st-a (NF=62); C. paranaense (populagdo rio
Paranapanema) mostrou 4sm+44 st-a (NF=52), Gymnogeophagus rhabdotus com
dm+2sm+42st-a (NF=54) e 4m+4sm+40st-a (NF=56) para G. lacustris. Todas as espécies
apresentaram RONs simples, com excecdo de G. rhabdotus e da populacdo de C. paranaense
do rio Paranapanema que mostraram RONs mudltiplas, confirmadas pela FISH com sonda de
DNAr 18S, sendo que nesta utima populacdo foram observados cistrons ribossémicos em
cromossomos sem homologia. Todas as RONs foram CMA; positivas e DAPI negativas. A
heterocromatina mostrou-se distribuida principalmente nas regides pericentroméricas dos
cromossomos e coincidentes com as RONSs, exceto C. paranaense (populacdo do rio
Paranapanema) que mostrou um bloco heterocromatico intersticial em apenas um
cromossomo (cromossomo 5), que ndo ¢ AgRON mas apresenta sitios de DNAr 18S. Este
trabalno mostra pela primeira vez dados citogenéticos de Cichlasoma portalegrense,
Gymnogeophagus lacustris e G. rhabdotus, e os resultados reforcam a idéia da evolucgéo
cromossOmica conservativa neste grupo de peixes entretanto, as variagbes cromossomicas
interespecificas e intrapopulacionais observadas, confirmam o fato de que novos mecanismos
cromossémicos estejam atuando na diversificacdo cariotipica deste grupo de peixes.

Palavras-chave: AgRONSs. Cichlinae. DNAr 18S. heterocromatina. Pisces.

Introducéo

A familia Cichlidae representa o maior e mais diversificado grupo de peixes
entre os Perciformes neotropicais, sendo assim considerada um dos maiores grupos de

teledsteos, com cerca de 1600 espécies (Moyle e Cech Junior, 2000; Eschmeyer e Fong,
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2013). A maioria das espécies que compdem esta familia tem ampla distribuicdo, ocorrendo
na América Central e na América do Sul, sendo encontrados representantes em quase todas as
bacias hidrogréaficas sulamericanas (Nelson, 2006).

O género Cichlasoma apresenta uma distribuicdo ampla, ocorrendo em
quase toda regido neotropical, do México ao sul da América do Sul (Rican e Kullander, 2006)
no entanto, o género Gymnogeophagus apresenta uma distribuicdo mais restrita, onde a
maioria das espécies € endémica as drenagens dos rios costeiros do Uruguai e do sul
brasileiro, nos estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina, com excegdo de G. balzanii
que apresenta uma ampla distribuicdo (Reis e Malabarba, 1988).

Baseados em dados morfologicos e moleculares, Smith et al. (2008)
propuseram que todos os ciclideos neotropicais pertencem a uma Unica subfamilia, a
Cichlinae, e compdem um grupo monofilético, sendo que esta subfamilia estd subdividida em
sete tribos: Astronotini, Chaetobranchini, Cichlasomatini, Cichlini, Geophagini, Heroini e
Retroculini. Os géneros Cichlasoma e Gymnogeophagus pertencem as tribos Cichlasomatini e
Geophagini, respectivamente, sendo estas consideradas bastante numerosas (Kullander, 2003)
e, do ponto de vista citogenético, ambos os géneros ja foram estudados citogeneticamente
porém, Cichlasoma apresenta um maior nimero de estudos quando comparado com
Gymnogeophagus, segundo um levantamento citogenético realizado por Feldberg et al.
(2003), visto que este apresenta somente trés espécies cariotipadas, sendo estas G. balzanii, G.
gymnogenys e G. labiatus (Feldberg e Bertollo, 1984, Pires et al., 2010).

Dessa maneira, este trabalho tem como objetivo uma anélise cariotipica
comparativa de cinco espécies de ciclideos: Cichlasoma paranaense, C. dimerus, C.
portalegrense, Gymnogeophagus rhabdotus e G. lacustris, por meio de diferentes técnicas de
bandamento cromossémico, a fim de que os dados obtidos possam contribuir para uma
melhor caracterizacdo das subfamilias Cichlasomatinae e Geophaginae. Adicionalmente, este
estudo traz as primeiras informacGes citogenéticas para Cichlasoma portalegrense,

Gymnogeophagus lacustris e G. rhabdotus

Material e Métodos

As espécies estudadas dos géneros Cichlasoma e Gymnogeophagus foram
coletadas em diferentes pontos da bacia dos rios Paranapanema(PR/SP) e Paraguai/MS e do
sistema hidrografico da Laguna dos Patos/RS. Foram analisados 6 exemplares (4 machos e 2
fémeas) de C. paranaense coletados no ribeirdo Taquari/PR (23°10°45.2°’S 50°56°30.9"°’W) e
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4 exemplares (2 machos e 2 fémeas) coletados no rio Paranapanema/SP (22°42°30.3°’S
51°04°08.4’’W), sendo que estas localidades pertencem a bacia do rio Paranapanema; 10
exemplares (4 machos e 6 fémeas) de C. dimerus coletados no rio Miranda (19°34°38.01°’S
57°01°06.63’W) pertencente a bacia do rio Paraguai/MS; e 8 exemplares (5 machos e 3
fémeas) de C. portalegrense coletados na Estacdo Experimental Agrondmica da UFRGS
(30°5°38.38°’S 51°40°22.4°*W), pertencente ao sistema hidrografico da Laguna dos Patos/RS.

Nesta Estacdo Experimental Agronomica da UFRGS também foram
coletados 6 exemplares (3 machos e 3 fémeas) de Gymnogeophagus rhabdotus; e na bacia do
Tramandai/RS foram analisados dois individuos (2 machos) de G. lacustris coletados na lagoa
Rondinha (30°13°53.25’’S 50°15’15.17"’W), pertencente também ao sistema hidrografico da
Laguna dos Patos/RS. Os espécimes foram depositados no Museu de Zoologia da
Universidade Estadual de Londrina, Parana, Brasil e, por conveniéncia, as diferentes
populacOes de C. paranaense, do ribeirdo Taquari e rio Paranapanema, foram chamadas de A
e B, respectivamente. Os exemplares foram coletados com a autorizacdo do Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA: nimero da
licenca - 1947869).

As preparagdes cromossdmicas foram obtidas de acordo com a técnica de
preparacdo direta, descrita por Bertollo et al. (1978). Os cromossomos foram classificados
conforme Levan et al. (1964), com modificacbes e, para determinacdo do numero
fundamental (NF), os cromossomos meta e submetacéntricos foram considerados com dois
bracos e o grupo subtelo-acrocéntrico (st-a) com um braco.

As regides organizadoras de nucléolos (RONS) e o padrédo de distribuicao da
heterocromatina foram evidenciados segundo as técnicas propostas por Howell e Black (1980)
e Sumner (1972), respectivamente. Os tratamentos com fluorocromos base especificos
cromomicina Az (CMA;) e 4°,6-Diamidino-2-phenylindole (DAPI), foram realizados de
acordo com a técnica de coloracao descrita por Schweizer (1980), com algumas modificagdes.
A hibridacdo fluorescente in situ (FISH) foi realizada seguindo protocolo de Pinkel et al.
(1986), com modificagdes, utilizando sonda de DNAr 18S de Prochilodus argenteus
(Hatanaka e Galetti Jr., 2004). As analises das laminas foram realizadas em microscépio de
epifluorescéncia (Leica DM2000) e as metafases foram capturadas pelo software Leica

Apllication Suite, versdo 3.1.0. (Leica Microsystems).



81

Resultados

Todos os exemplares de Cichlasoma e Gymnogeophagus, das diferentes
localidades, apresentaram namero dipldide (2n) igual a 48, no entanto, férmulas cariotipicas
distintas foram encontradas, sendo 12m-sm+36st-a e niamero fundamental (NF) igual a 60
para Cichlasoma dimerus (Figura 1a), 14m-sm+34st-a (NF=62) para C. portalegrense e a
populacdo A de C. paranaense (Figura 1b-c, respectivamente) e 4sm+44 st-a (NF=52) para a
populacdo B de C. paranaense (Figura 1d). Gymnogeophagus rhabdotus apresentou
Am+2sm+42st-a (NF=54) e G. lacustris 4m+4sm+40st-a (NF=56) (figuras 2a-b,
respectivamente); nesta Gltima espécie foi identificada uma constricdo secundaria intersticial
no braco curto do maior par cromossémico, com um pequeno heteromorfismo de tamanho
(Figura 2b - box). Nenhuma diferenca entre os cariétipos de machos e fémeas foi evidenciada
entre os exemplares (Tabela 1).

As regides organizadoras de nucléolos (AgRONSs) foram localizadas em um
par de cromossomos para todas as espécies, exceto na populacdo B de C. paranaense e em G.
rhabdotus que apresentaram de trés a quatro cromossomos marcados (Fig. 1 e 2). Na
populacdo B de C. paranaense foi possivel observar uma variacdo de 2 a 3 AgRONSs
localizadas nas regides terminais do braco curto de um par submetacéntrico (par 1) e do brago
longo de um cromossomo subtelo-acrocéntrico (cromossomo 11) (Fig. 1d). As demais
espécies de Cichlasoma, incluindo a populagdo A de C. paranaense, apresentaram marcacdes
terminais no brago curto de cromossomos meta-submetacéntricos (Fig. 1a-c).

Em Gymnogeophagus. rhabdotus as marcacdes estavam localizadas em
cromossomos st-a, no braco longo do par 5 e no braco curto do par 12 (Fig. 2a), e em G.
lacustris as AgRONs foram localizadas intersticialmente no brago curto do maior par
metacéntrico, com heteromorfismo de tamanho entre os homdlogos (Fig. 2b).

A hibridacdo fluorescente in situ (FISH), com sonda de DNAr 18S, revelou
para C. dimerus, C. portalegrense, C. paranaense (populacdo A) e G. lacustris a presenca de
dois cistrons ribossémicos, correspondendo as marcagdes observadas pela impregnacdo por
nitrato de prata (Fig. la-c e 2b). Nas outras duas espécies, foram observados quatro cistrons
ribossémicos localizados nos pares 5 e 12 na regido terminal em G. rhabdotus (Fig. 1d) e em
C. paranaense (da populacdo B) no braco curto do par 1 (m-sm) e no braco longo dos
cromossomos 5 e 11 (sem homologia) na regido intersticial e terminal, respectivamente (Fig
1d). Este cromossomo 5 néo tinha sido observado pela impregnacdo com nitrato de prata.



82

O bandamento C revelou marcacgdes heterocromaticas distribuidas na regido
pericentromérica da grande maioria dos cromossomos e associadas as RONs em todas as
especies (Fig. 3), exceto G. rhabdotus e C. paranaense que apresentaram marcacdes
adicionais: a primeira espécie apresentou blocos heterocromaticos terminais em alguns
cromossomos; e C. paranaense (populacdo B) apresentou uma marcacgéo intersticial, no braco
longo de um cromossomo subtelo-acrocéntrico (par 3) de tamanho grande (Fig. 3e-d,
respectivamente).

O tratamento com o fluorocromo cromomicina Az evidenciou marcagfes
fluorescentes coincidentes com as RONs em todas as espécies analisadas (Fig. 1 e 2). Os
exemplares de G. lacustris apresentaram o mesmo heteromorfismo de tamanho que ja tinha
sido evidenciado pelo Giemsa e hibridacdo fluorescente in situ, com sonda de DNAr 18S (Fig.
1 e 2). Na coloracdo com DAPI estas regides ndo apresentaram marcagOes fluorescentes,
aparecendo somente como bandas negativas (Fig. 1 e 2).

Discussao

Todas as espécies de Cichlasoma e Gymnogeophagus analisadas neste
estudo apresentaram um 2n=48, semelhante aos dados da literatura para os ciclideos
(Thompson, 1979; Feldberg et al., 2003). Este niamero dipldide é bastante conservado em
Cichlidae neotropicais, sendo identificado na maioria das espécies das tribos Geophagini e
Cichlasomatini, com excecdo de Bujurquina vittata, Cichlasoma bimaculatum, Nannacara
anomala com 2n = 44 (Thompson, 1979), de espécies do género Apistogramma, Cichlasoma
sp. C, Dicrossus filamentosus, Uaru amphiacanthoides com 2n = 46 (Thompson, 1979),
Acaronia nassa, Caquetaia kraussi, C. spectabilis, Cleithracara maronii com 2n = 50
(Zahner, 1977; Thompson, 1979), Cichlasoma salvini com 2n = 52 (Zahner, 1977; Thompson,
1979) e Symphysodon aequifasciatus, S. discus e S. haraldi com 2n = 60 (Thompson, 1979,
Gross et al., 2009, 2010a, 2010b; Valente et al., 2011).

A tribo Cichlasomatini é a que apresenta maior variacdo do 2n dentro da
subfamilia Cichlinae e, consequentemente, da familia Cichlidae, podendo estar ocorrendo
processos de fusdo e fisséo (Feldberg et al., 2003) e, no género Symphysodon (2n = 60), um
possivel evento de poliploidizacdo com perda de cromossomos (Thompson, 1979; Kornfield,
1984 apud Feldberg et al., 2003; Mesquita et al., 2008; Gross et al., 2009; Valente et al.,
2011).
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Estes sdo os primeiros dados citogenéticos para Cichlasoma portalegrense,
Gymnogeophagus rhabdotus e G. lacustris e, apesar da conservacao do numero diploide entre
as espécies, variagdes nas formulas cariotipicas foram encontradas em C. dimerus e C.
paranaense (populacdo B) em relagdo as populacbes anteriormente estudadas destas espécies
(Martins et al., 1995; Feldberg et al., 2003; Roncati et al., 2007; Poletto et al., 2010). As
inversdes pericéntricas parecem ser 0 mecanismo que mais contribuiu para essas mudancas,
visto que o nimero dipléide ndo foi alterado, assim como observado por Thompson (1979);
Feldberg et al. (2003), Poletto et al. (2010) em outras espécies de ciclideos. Entretanto, outros
eventos de rearranjos ndo podem ser descartados, como em Tilapia mariae, na qual processos
de fusbes cromossomicas explicariam a reducdo do 2n para 40 cromossomos (Poletto et al.,
2010), e em espécies de Symphysodon, onde sucessivos eventos de translocaces, fissdes e/ou
fusbes, teriam contribuido para a formagéo do cariétipo mais derivado na familia Cichlidae
(2n=60) (Gross et al., 2009).

De modo geral, com exce¢do da populacdo B de Cichlasoma paranaense e
G. rhabdotus, que apresentaram RONs mudltiplas, todos os ciclideos analisados no presente
estudo, apresentaram apenas um par cromossdmico nucleolar, caracterizando um sistema de
RONs simples, confirmando assim a condic¢do ancestral proposta por Feldberg et al. (2003)
porém, diferencas nos tipos cromossdmicos e na localizacdo destes sitios foram observadas.
Em Cichlasoma dimerus, C portalegrense e C. paranaense (populacdo A) o0s sitios
nucleolares estavam localizados na posic¢do terminal do brago curto de pares cromossomicos
meta-submetacéntricos, j& em G. lacustris estes sitios estavam intersticialmente no braco
curto, correspondente ao par 1, sendo coincidente com uma constrigdo secundaria, visivel na
coloracdo de Giemsa. Estes resultados sdo semelhantes aos encontrados para outras espécies
de Cichlasoma e Gymnogeophagus, como C. facetum (Feldberg e Bertollo, 1985; Vicari et
al,. 2006), C. paranaense (Martins et al., 1995), e G. labiatus (Pires et al., 2010), sendo
encontrada apenas variacdo quanto a identificacdo do cromossomo portador, podendo ser em
cromossomos metacéntricos (Martins et al., 1995) ou subtelo-acrocéntrico (Vicari et al.,
2006).

Em G. rhabdotus e C. paranaense (populacdo B) foram observados até
quatro cromossomos nucleolares, sendo que a primeira espécie apresentou dois pares
cromossémicos portadores dos cistrons ribossdmicos, padrdo incomum na tribo Geophaginae,
ja que ha relatos de RONs multiplas apenas em Geophagus brasiliensis, Gymnogeophagus
gymnogenys e Satanoperca acuticeps (Brum et al., 1998; Feldberg et al., 2003; Pires et al.,

2010), sendo esta a primeira descricdo no género confirmada por hibridacdo in situ.
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Entretanto, na populacdo B de C. paranaense foi observado um par cromossémico e dois
cromossomos nucleolares ndo homoélogos (cromossomos 5 e 11) com cistrons ribossémicos,
sendo que o primeiro cromossomo apresenta um sinal intersticial, ndo correspondente com
sitios AGRONSs e correspondente a heterocromatina.

A ocorréncia de sitios de DNAr 18S em apenas um dos Cromossomo
homologos dos pares 5 e 11 e a localizagdo destes genes de RNAr 18S no braco longo, é
incomum em Cichlasoma paranaense, nunca antes relatado, podendo indicar, a principio,
uma caracteristica particular desta espécie e nesta populacdo do rio Paranapanema. Na
literatura, a maioria destes sitios estdo, predominantemente, localizados no brago curto dos
cromossomos, podendo ser tanto do grupo m-sm (Perazzo et al., 2010; Poletto et al., 2010) ou
do grupo st-a (Pires et al., 2008; Vicari et al., 2006; Gross et al., 2010a, 2010b; Poletto et al.,
2010).

Nas tribos Geophagini e Cichlasomatini, como nos Cichlidae em geral, com
raras excecdes, 0 padrdo de RONs simples € o mais encontrado, assim como nos Perciformes,
fazendo com que esta caracteristica seja considerada plesiomérfica em relacdo as RONs
maultiplas, relatada nas tribos nos géneros Caquetaia, Cichlasoma, Crenicichla, Geophagus,
Gymnogeophagus, Mesonauta, Satanoperca e Symphysodon, como pode ser visto em revisao
feita por Feldberg et al. (2003), Brum et al. (1998) e Pires et al. (2010). Relatos de RONs
multiplas confirmadas pela FISH em ciclideos sdo escassos, pois somente 6 espécies,
incluindo as do presente estudo, apresentaram este sistema, sendo encontrado em Mesonauta
festivus (Poletto et al., 2010), em Symphysodon aequifasciatus, S. discus e S. haraldi (Gross et
al., 2010a). Interessante notar, que essas quatro espécies pertencem a tribo Heroini,
considerada a mais derivada dentro da subfamilia Cichlinae, e que Cichlasoma paranaense e
Gymnogeophagys rhabdotus pertencem as tribos Cichlasomatini e Geophagini,
respectivamente (Smith et al., 2008).

A coloracdo pelo fluorocromo cromomicina As evidenciou, para todas as
especies, marcacdes fluorescentes coincidentes com as RONs, sendo estas DAPI negativas,
reforcando que sd@o ricas em pares de bases GC. Este padrdo foi evidenciado por outros
autores, como Loureiro (1999), Vicari et al. (2006) e Pires et al. (2010), em outras espécies de
geophagineos e cichlasomatideos. No entanto, a populacdo B de Cichlasoma paranaense,
apresentou novamente um padrdo distinto, sendo que apenas um cromossomo nucleolar
(cromossomo 11) e par 1 foram CMA; positivo. Além disso, ainda nos exemplares desta
localidade, foi observada uma marcacdo fluorescente intersticial no cromossomo 5,

coincidente com a heterocromatina sendo esta, portanto, composta predominantemente de
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bases GC, diferente das heterocromatinas pericentromericas. Portanto, nesta populacao de C.
paranaense esta ocorrendo uma variacdo na composicdo de bases tanto das RONs quanto da
heterocromatina.

Em relacdo a heterocromatina, esta se mostrou distribuida nas cinco
espécies nas regides pericentroméricas da maioria dos cromossomos, com marcaces
heterocrométicas terminais coincidentes aos sitios nucleolares, caracteristica comum da
familia, exceto a populacdo B de C. paranaense que também apresentou uma marcacao
intersticial, como citado anteriormente. Este padrdo de distribuicdo de heterocromatina é bem
tipico ao padréo geral encontrado em ciclideos, sendo observado em diferentes espécies de
Cichlasoma, como em C. paranaense, C. dimerus, C. facetum (Martins et al., 1995; Vicari et
al., 2006; Roncati et al., 2007) e de Gymnogeophagus, como G. balzanii, G. gymnogenys e G.
labiatus (Roncati et al., 2007; Pires et al., 2010).

Analisando as duas populagdes de Cichlasoma paranaense, apesar de ambas
apresentarem o mesmo numero diploide tdo conservado na familia, a populacdo de C.
paranaense do rio Paranapanema apresenta caracteristicas totalmente diversas da populacéo
do ribeirdo Taquari, como uma férmula cariotipica composta por uma grande quantidade de
cromossomos st-a e RONs multiplas, que parecem ser derivadas para os ciclideos, visto que
foram observados sitios de DNAr 18S em regides terminais e uma intersticial, no braco longo
de cromossomos subtelo-acrocéntricos ndo homdélogos. A localizacdo destes sitios em regides
terminais dos cromossomos pode, principalmente, ser o fator que facilitaria a transposicéo
destas sequéncias para outros cromossomos atraveés de eventos de translocacdo, como
observado por Gross et al. (2010a, 2010b) em espécies de Symphysodon, e que poderiam
explicar a origem do cistron ribossdmico intersticial encontrado em apenas um cromossomo
subtelo-acrocéntrico de tamanho grande (cromossomo 5).

Interessante notar, que esta regido intersticial no cromossomo 5 de
Cichlasoma paranaense, do rio Paranapanema, apresenta heterocromatina rica em bases GC e
cistrons ribossémicos 18S, que ndo ¢ AgRON, indicando a inatividade deste sitio nucleolar.
Essa inatividade pode ser devido ao silenciamento génico nesta regido, ocasionada pela
associacao de heterocromatina neste local, visto que na maioria dos ciclideos, como nos
teleGsteos em geral, os sitios de DNAr 18S quase sempre compreendem grandes fracdes de
DNA ricas em pares de bases GC (Mantovani et al., 2004; Vicari et al., 2008), indicando que
genes ribossdmicos estdo intercalados com heterocromatina GC ricas (Pendéas et al, 1993;.
Abuin et al, 1996). Sabe-se que os cromossomos de ciclideos séo ricos em diversas familias
de DNA repetitivos, como relatado por Gross et al. (2009), Valente et al. (2011), Mazzuchelli
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et al. (2011, 2012); e estas familias poderiam promover o silenciamento do gene DNAr 18S,
similarmente ao que ocorre em uma populacdo de Astyanax janeiroensis, nos sitios
ribossémicos associados com o DNA repetitivo As51 (Vicari et al., 2008).

As diferengas entre as duas populagdes de Cichlasoma paranaense podem
ser decorrentes do isolamento geogréfico entre as populacdes do ribeirdo Taquari e rio
Paranapanema e, consequentemente, este isolamento estaria facilitando a fixacdo de
rearranjos cromossémicos nas populacdes, como proposto por Oliveira et al. (1988) e que,
talvez, C. paranaense seja uma espécie criptica.

Os resultados para as espécies de Cichlasoma e Gymnogeophagus
demonstram que, os padrbes cariotipicos foram bastante semelhantes aos encontrados na
literatura, para as tribos Cichlasomatini e Geophagini, reforcando a idéia da evolugdo
cromossOmica conservativa neste grupo de peixes. No entanto, as variagcdes encontradas entre
as populacdes de Cichlasoma paranaense e, até mesmo entre as outras espécies, confirmam o
fato que novos mecanismos cromossoémicos estejam atuando na diversificacdo deste grupo de

peixes.

Tabela 1 - Resultados cariotipicos para as espéecies de Cichlasoma e Gymnogeophagus
analisadas no presente estudo: 2n = namero diploide, NF = numero fundamental,
CS = constricdo secundaria, RONs = regifes organizadoras de nucléolos e CMA;
= cromomicina As.

Férmulas

Espécies Localidade Populagdes  2n Cariotipi NF CS RONs CMA;
ariotipicas
rib.Taquari (PR) A 48 14m-sm + 34 st-a 62 igpglfts) par 3 (t)
C. paranaense rio Mltipla: par 1 (t)
Paranapanema B 48 4 m-sm + 44 st-a 52 par 1 (t). crom 5 (i)
(SP) crom5 @) "1 )
e 11 (t)
C EStan.‘O Simples:
portaleérense Agrondmica da - 48 14 m+ 34 st-a 62 par 5 (t). par 5 (t)
UFRGS (RS)
C.dimerus no E\Kll:rsa;nda - 48 12 m + 36 st-a 60 - f)larpilfts) par 4 (t)
Estacédo Mdiltipla: ar 5 (t)
G. rhabdotus Agrondmica da - 48 4Am+2sm+42st-a 54 - par 5 (t) P 5
UFRGS (RS) par12() P20
Lagoa Simples:

G. lacustris Rondinha (RS) 48  4m+4sm+40sta 56 par 1 (i) par 1 (i)

Legenda: rib. = ribeirdo; t = terminal; i = intersticial; crom = cromossomo.

par 1 (i)
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Figura 1 - Caridtipo e pares cromossdmicos apds impregnacdo por nitrato de prata, FISH
com sonda de DNAr 18S e dupla coloracdo CMA3/DAPI de: Cichlasoma dimerus
(@), C. portalegrense (b) e C. paranaense, populacbes A (c) e B (d),
respectivamente.
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Figura 2 - Caridtipo e pares cromossdmicos apds impregnacao por nitrato de prata, FISH
com sonda de DNAr 18S e dupla coloracdo CMA3/DAPI de: Gymnogeophagus

rhabdotus (a) e G. lacustris (b), respectivamente.

m |88 a2
1 2
sm "
3
(T TN
4 5 6 7 10 11 12 13
st-a
M s 1 AL T : ®
15 16 17 18 21 22 23 24
m 'l ii
1 2
sm J" X
3 4
86 00 00 80 00 02 B0 02 08
5 6 7 8 9 10 11 12 13
st-a
80 B0 M ) B) A 80 %R W
15 16 17 18 19 20 21 22 23

AgRON

DNAr 188

3

-
Y
Z
-~




89

Figura 3 - Metafases somaticas apos o bandamento C de Cichlasoma dimerus (a), C.
portalegrense (b), C. paranaense, populacbes A (c) e B (d), Gymnogeophagus
rhabdotus (e) e G. lacustris (f), respectivamente. As setas indicam as regioes
organizadoras de nucléolos.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

1. Todas as espécies analisadas apresentaram um numero dipléide de 48
cromossomos, caracteristico da familia Cichlidae, entretanto foram
encontradas diferencas interespecificas e intrapopulacional nas formulas
cariotipicas;

2. Na espécie Crenicichla lepidota, provenientes do Saco da Alemoa e
Gasometro, do sistema hidrografico Laguna dos Patos/RS, foi observada
a presenca de cromossomos B, totalmente heterocromaticos;

3. Nas anélises mei6ticas, foi possivel verificar o comportamento padrao
do cromossomo B em C. lepidota, como: migracdo tardia e a nédo
homologia com os cromossomos do complemento A, sendo observada
uma configuragdo meidtica incomum em diacinese;

4. As espécies do género Crenicichla coletadas em diferentes bacias
hidrograficas, apresentaram formulas cariotipicas distintas, sendo que as
populacbes de Crenicichla britskii mostraram caracteristicas proprias,
indicando uma diversidade cariotipica nesta espécie;

5. Todas as espécies de Crenicichla apresentaram uma constricdo
secundaria intersticial no brago curto do maior par cromossémico, do
tipo metacéntrico, considerado caracteristico do género, com excec¢do de
C. semifasciata e C. britskii do ribeirdo Taquari/PR, sendo observado
heteromorfismo de tamanho entre os cromossomos homoélogos nas
especies C. maculata e C. britskii do rio Paranapanema;

6. No género Crenicichla foi observado um sistema de RONs simples para
todas as espécies, coincidentes com as constri¢fes secundarias, exceto C.
britskii do rio Paranapanema, que apresentou 2 pares cromossdmicos
com cistrons ribossémicos, indicando a ocorréncia de RONs mudltiplas, e
apenas um dos pares da RON foi correspondente com a constri¢do
secundaria;

7. As variagbes cromossdmicas observadas entre as duas populagdes tanto
de Crenicichla britskii quanto de Cichlasoma paranaense sugerem que 0
isolamento geografico facilitaria a fixacdo de rearranjos cromossémicos

e estas espécies poderiam estar em um processo inicial de especiagéo;



8.

10.

11.

12.

13.

94

Gymnogeophagus rhabdotus e G. lacustris coletadas no sistema
hidrografico Laguna dos Patos, apresentaram férmulas cariotipicas e
padrdo de RONSs distintos (simples e mdltiplo, respectivamente), e a
ultima espécie apresentou uma constricdo secundaria intersticial no
brago curto do maior par cromossdmico metacéntrico;

Nas espécies do género Cichlasoma foi observado um sistema de RONs
simples, exceto Cichlasoma paranaense do rio Paranapanema que
apresentou um par cromossdémico nucleolar mais dois cromossomos sem
homologia, confirmando um sistema multiplo de RONSs;
Gymnogeophagus rhabdotus, G. lacustris, Cichlasoma portalegrense,
Crenicichla punctata, C. maculata e C. haroldoi tiveram seu cariotipo
descrito pela primeira vez na literatura;

O fluorocromo CMA; evidenciou regides GC ricas correspondentes ao
par da RON em todas as espécies. Em C. britskii e C. paranaense,
pertencentes ao rio Paranapanema, foram também evidenciadas
marcagOes CMA; intersticiais em outro par de cromossomos, e 0
fluorocromo DAPI néo evidenciou marcages fluorescentes em nenhuma
das espécies;

A heterocromatina mostrou-se distribuida nas regides pericentroméricas
e coincidente as RONSs, exceto em C. britskii pertencentes ao rio
Paranapanema que apresentou o par da RON (par 6), banda C negativo;
nesta mesma espécie e em Cichlasoma paranaense, da mesma
localidade, foram observadas marcacdes intersticiais heterocromaticas
em um outro par de cromossomos;

Os dados aqui apresentados confirmam, de modo geral, a evolugdo
cariotipica conservativa na familia Cichlidae no entanto, revelam
algumas caracteristicas interessantes e particulares em algumas espécies,
como o cromossomo B em Crenicichla lepidota e a ocorréncia de RONs
maltiplas, além da variacdo cariotipica encontrada em diferentes

populacdes de Crenicichla britskii e Cichlasoma paranaense.
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