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RUBERT, Marceléia. Estudos citogenéticos em diferentes populacdes do género
Hypostomus (Loricariidae, Hypostominae). 2007. 92f. Dissertacdo (Mestrado em
Genética e Biologia Molecular) — Universidade Estadual de Londrina, 2007.

RESUMO

O género Hypostomus, popularmente conhecido como cascudo, ¢ um dos géneros mais
especiosos na familia Loricariidae, tendo aproximadamente 120 espécies, sendo dominante
nos rios brasileiros por apresentar uma grande adaptabilidade a mudancas ambientais.
Apresentam uma ampla diversidade quanto ao padrdo de coloragdo e morfologia, o que
dificulta a identificagdo de determinadas espécies, principalmente aquelas com ampla
distribuicao geografica. Foram analisadas cinco espécies do género Hypostomus: H. paulinus,
H. strigaticeps, H. regani e H. ancistroides, coletadas em cinco locais diferentes: ribeirdo
Trés Bocas, rio Agua das Pedras, rio Jacutinga, rio Taquari e no rio Agua do Pato; e trés
populagdes de H. nigromaculatus: coletadas no ribeirdo Trés Bocas, ribeirdo dos Apertados e
cachoeira de Emas-rio Mogi Guacgu, sendo esta ultima, a localidade tipo de H.
nigromaculatus. Os exemplares foram submetidos aos estudos citogenéticos por meio da
coloracdo convencional (Giemsa), impregna¢do por nitrato de prata, fluorocromos CMA; e
DAPI e bandamento-C. Na analise por Giemsa para H. nigromaculatus foi verificado para as
trés populagdes 2n = 76, no entanto com diferencgas quanto as formulas cariotipicas. O nitrato
de prata detectou RONs multiplas em todas as populag¢des, porém com diferengas quanto a
localizagdo. A coloracdo com fluorocromo CMAj; foi correspondente aos cromossomos
AgRONSs, além de uma banda negativa anteriores as RONs na populacao do rio Mogi Guagu.
Na coloragdo com DAPI foram observadas regides negativas correspondentes as RONs para
as trés populagdes; as bandas anteriores as RONs apresentaram-se coradas com DAPI para a
populacdo do rio Mogi Guagu. A heterocromatina esta distribuida terminalmente em alguns
cromossomos (st-a), pericentromérica em um par (m) e associada as RONs, para a populagdo
de H. nigromaculatus do ribeirdo Trés Bocas ¢ ribeirdo dos Apertados; e terminal em 2 pares
de cromossomos (st-a) anterior a constri¢do secundaria e pericentromérica em 2 Cromossomos
(m), para a populagdo do rio Mogi Guagu. H. paulinus apresentou 2n = 76:6m+16sm+54st-a;
H. strigaticeps 2n = 72: 10m+16sm+46st-a; H. regani 2n = 72: 10m+18sm+44st-a; ¢ H.
ancistroides 2n = 68: 10m+26sm+32st-a. A impregnacao por nitrato de prata detectou RONs
multiplas para a maioria das espécies analisadas, com exce¢ao de H. paulinus. A coloragio
com CMA; evidenciou os cromossomos AgRONs, em H. paulinus além das RONs um par
com heterocromatina segmentada e em H. strigaticeps todos os cromossomos apresentaram
regides centroméricas ricas em GC. Com DAPI apenas H. strigaticeps apresentou bandas
fluorescentes. A heterocromatina esta distribuida, com excegdo de H regani e H. paulinus, nas
regides terminais e pericentroméricas. Para H. strigaticeps, foi observado um polimorfismo
intra e inter-populacional quanto ao padrdo de distribuicdo da heterocromatina, a qual esta
distribuida na regido pericentromérica de um par de cromossomos (m) e variando de cinco a
oito cromossomos (st-a) com heterocromatina localizada na regido terminal do braco longo,
apresentando ou ndo seu homologo heterocromatico. Os resultados obtidos no presente
trabalho sdo importantes para uma melhor caracterizagdo das espécies estudadas e podem
auxiliar nos estudos relacionados a evolugdo cariotipica envolvida na especiacdo do género
Hypostomus e da familia Loricariidae.

Palavras-chave: Loricarideo. Genética animal. Citogenética animal.
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ABSTRACT

The Hypostomus genus, commonly known as “cascudos” in Brazil, is one of the most
specious genus in the Loricariidae family, having about 120 species, these fishes dominates
the brazilians rivers showing a great adaptability to environmental changes. They show a wide
diversity in the morphology and color pattern, wich dificulty the identification of
determinated species, especially those with a large geographic distribution. It had been
analysed five species of the Hypostomus genus: H. paulinus, H. strigaticeps, H. regani and H.
ancistroides, collected from five differents rivers: Trés Bocas, Agua das Pedras, Jacutinga,
Taquari and Agua do Pato; and three populations of H. nigromaculatus collected from Trés
Bocas and Apertados streams and cachoeira de Emas-Mogi Guagu river, being the last one,
the H. nigromaculatus locality type. The samples were submited into cytogenetics studies by
convencional color (Giemsa), silver nitrate staining, C-banding and CMAj3; and DAPI
fluorochromes. The diploid number verified for the three populations of H. nigromaculatus
was 2n = 76, with different karyotypic formulae. The silver nitrate evidencing multiple NORs
in all populations, however with differences on their location. The CMAj; fluorochrome
showed the same pattern as AgNORs chromosomes. The heterochromatin is distributed
terminally in some subtelo-acrocentric chromosomes, pericentromeric on a metacentric pair
and NOR associated, for the Trés Bocas and Apertados stream populations; terminal on two
subtelo-acrocentric chromosomes pairs, anterior to the secondary constriction and
pericentromeric on two metacentric chromosomes for the Mogi Guagu river population. H.
paulinus showed 2n = 76: 6m+16sm+54st-a; H. strigaticeps 2n = 72: 10m+16sm+46st-a; H.
regani 2n = 72: 10m+18sm+44st-a; and H. ancistroides 2n = 68: 10m+26sm+32st-a. The
silver nitrate staining showed multiple NORs, for the most species, with exception for the H.
paulinus. The CMA; evidenced the AgNORs chromosomes and in H. paulinus besides the
NORs, a segmented heterochromatin on a subtelo-acrocentric pair. The heterochromatin is
distribute, with exception for H. regani and H. paulinus, at telomeric and pericentromeric
regions. In H. strigaticeps, was observed a polymorphism inter and intra-populational at the
heterochromatin pattern distribution, wich is distribute at pericentromeric region of the
metacentric chromosome pair, ranging from 4 to 6 (st-a) chromosomes, with heterochromatin
located terminal on the long arm region, showing or not its homologue. The results obtained
on this work are important to improve the characterization of the species and make possible
the studies related to the karyotypic evolution and spetiation of the Hypostomus genus and
Loricariidae family.

Keywords: Loricarideo. Animal Genetics. Cytogenetics animal.
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1 INTRODUCAO

1.1 BIOLOGIA, DISTRIBUICAO E ESTUDOS CITOGENETICOS EM PEIXES NEOTROPICAIS

Os peixes representam mais da metade do total do nimero conhecido de
espécies de vertebrados, com aproximadamente 28.460 espécies, dentre estes, cerca de 27.400
pertencem ao grupo dos Osteichthyes (LEWINSOHN e PRADO, 2002) e mais de 8.000
espécies deste grupo podem ser encontrados em ambientes de 4gua doce (SCHAEFER, 1998).

A América do Sul possui a mais diversificada fauna de peixes de dgua doce
conhecida. O Brasil ¢ um dos paises que possui uma das maiores riquezas em relagdo a
biodiversidade e ao nimero de espécies de peixes de agua doce, segundo Lewinsohn e Prado
(2002) sao cerca de 3420 espécies, sendo o pais que possui a maior rede hidrografica do
mundo (NELSON, 1994).

Os estudos citogenéticos em peixes neotropicais iniciaram na década de 60
na Europa e no Brasil iniciaram-se no inicio da década de 70 (ARTONI, 1996). De acordo
com Araujo e Morelli (2002) uma das vantagens dos estudos genéticos, citogenéticos e
evolutivos, em relacdo aos peixes, estd nas diferentes caracteristicas bioldgicas que estes
apresentam como possuir uma grande amplitude de variagdo de caridtipos e grande
diversidade no sistema de cromossomos sexuais, também devido ao fato dos peixes
constituirem a base da evolucao dos vertebrados, como os anfibios, répteis, aves e mamiferos.
Devido a utilizagdo de novas técnicas, a citogenética contribuiu para estudos taxonomicos,
filogenéticos e da estrutura cromossdmica de peixes (ANDREATA, 1991).

Em todo o mundo, aproximadamente 2800 espécies de peixes foram
analisadas citogeneticamente (KLINKHARDT et al., 1995). Nestes trabalhos observa-se que
o numero diploide pode variar de 2n = 12 em Gonostoma bathyphylum (POST, 1974 apud
KLINKHARDT et al., 1995) a 2n = 446 em Diptychus dipogon (JIANXUN et al., 1991).
Com relag@o aos estudos citogenéticos em peixes neotropicais, segundo Oliveira et al.(2000),
mais de 921 espécies de peixes ja foram analisadas, as quais estdo distribuidas em 252
géneros e 44 familias, sendo que os nimeros diploides variam de 2n = 134 em Corydoras

aeneus a 2n = 20 em Pterolebias longipinnis.
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1.2 ASPECTOS GERAIS DA ORDEM SILURIFORMES E FAMILIA LORICARIIDAE

A ordem Siluriformes ¢ caracterizada por peixes com formas e tamanhos
variados, possuem habitos predominantemente crepusculares e noturnos, os quais geralmente
habitam o fundo dos rios, permanecendo entre as rochas e vegetagdo (PAXTON e
ESCHMEYER, 1995). Sao caracterizados principalmente por possuirem total auséncia de
escamas sobre o corpo, que pode ser revestido por uma pele espessa popularmente conhecida
como couro, ou entdo, coberto com placas Osseas, total ou parcialmente; e a presenca de um
aculeo forte e pungente a frente do primeiro raio das nadadeiras dorsal e peitorais, sendo que
em alguns grupos ha a presenca de barbilhdes (BURGESS, 1989).

A familia Loricariidae pertence a ordem Siluriformes, sendo a segunda
maior dentre os Teleostei, quando considerado o numero de espécies, ja foram descritos
aproximadamente 70 géneros ¢ 690 espécies (REIS et al., 2003), sendo todo ano descritas
novas espécies. As seis subfamilias reconhecidas por Isbriicker (1980 apud REIS et al., 2003)
sdo: Ancistrinae (217 espécies), Hypoptopomatinae (79 espécies), Hypostominae (169
espécies), Lithogeninae (3 espécies), Loricariinae (209 espécies) e Neoplecostominae (7
espécies); porém, em um estudo posterior analisando-se anatomia externa, osteologia e
anatomia do trato digestério, Armbruster (2004) coloca Ancistrinae como uma tribo dentro de
Hypostominae (Ancistrini), deixando também as subfamilias Hypoptopomatinae,
Neoplecostominae e Loricariinae, ¢ sugerindo uma nova subfamilia formada por Delturus +
Upsilodus.

Os peixes desta familia podem ser encontrados em ambientes 16ticos e em
rios ndo muito profundos, com fundo arenoso ou sobre rochas. Para sobreviverem em tais
ambientes e para suportar fortes correntezas sdo anatomicamente adaptados, possuindo
ventosas bucais, nadadeiras anatomicamente modificadas e corpo de formato achatado, que ¢
tipico de animais pertencentes a esses habitats (WEBER in REIS et al., 2003). Sao resistentes
a ferimentos e alguns podem ficar fora da dgua por um longo periodo de tempo, devido a
grande vascularizagdo das paredes do estomago, as quais auxiliam na respiragdo além da
respiragdo branquial, isto lhes permite ocupar os mais variados habitats estando distribuidos
na maioria da regido Neotropical, desde o norte da Costa Rica até o sul da Argentina
(FERRARIS Jr in REIS et al., 2003).

Nesta familia os peixes sdo caracterizados por possuirem aparelho de

Weber, habitos bentonicos, o corpo € coberto por varias séries de placas 6sseas ao invés de
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escamas, apresentam nadadeira adiposa geralmente precedida por um espinho, a boca esta
localizada na regido ventral, ndo possui barbilhdes e ndo apresentam actleo no primeiro raio
da nadadeira dorsal, mas sim em forma de raio forte e indiviso, possuem a cabega, corpo e
especialmente pedinculo caudal achatados (GIULIANO-CAETANO, 1998).

Com relacdo a organizagdo cariotipica dos Loricariidae, pouco se sabe a
respeito das subfamilias Neoplecostominae e Lithogeninae, os estudos realizados estdao
relacionados as subfamilias Hypostominae (MURAMOTO et al. 1968; MICHELLE et al.
1977; DELLA-ROSA et al. 1980; ARTONI ¢ BERTOLLO, 1992; 1996, 1999, 2001;
ARTONI et al.1998, 1999; FENERICH, 1998; TROY et al., 1999; RONCATI et al.,1999;
KAVALCO et al., 2005), a tribo Ancistrini (ARTONI, 1996; LARA, 1998; TCHAICKA e
MARGARIDO, 1999), Loricariinae (POST, 1965; MICHELLE et al. 1977; DELLA-ROSA et
al. 1980; SCAVONE e JULIO Jr, 1994, 1995; GIULIANO-CAETANO, 1998; RONCATI et
al., 1999; ALVES et al, 2003; CENTOFANTE et al., 2006), Hypoptopomatinae
(ANDREATA, 1991; ANDREATA et al., 1992, 1993, 1994, 1999, 2000; CARVALHO et al.,
1998; FENERICH, 1998; TAKAKO et al., 2000, CAMILO e MOREIRA-FILHO, 2005).

Estudos citogenéticos relacionados a estrutura cariotipica da familia
mostraram que esta apresenta uma grande variagdo quanto ao numero dipléide, o qual varia
de 36 cromossomos para Rineloricaria latirostris (GIULIANO-CAETANO, 1998) a 96
cromossomos em Upsilodus sp. (KAVALCO, 2003), além de populagdes de varias espécies
como Microlepidogaster leucofrenatus (ANDREATA et al., 1994) e Rineloricaria latirostris

(GIULIANO-CAETANO, 1998) apresentarem também varia¢ao estrutural,
e em algumas espécies como Loricaria prolixa (SCAVONE e JULIO-Jr, 1994) e
Neoplecostomus (ALVES et al., 1999) a presenga de cromossomos supranumerarios.

Com relacdo a presenca de sistema de cromossomos sexuais, poucas
espécies de loricarideos apresentam cromossomos sexuais citologicamente diferenciados,
descritos até hoje, somente nas espécies das subfamilias Hypostominae, Hypoptopomatinae e
Loricariinae. Em Hypoptopomatinae foram observados sistemas XX/XY em Pseudotocinclus
tietensis (ANDREATA et al. 1992) e ZZ/ZW em Microlepdogaster leucofrenatus
(ANDREATA et al. 1993); em Loricariinae os sistemas de cromossomos sexuais verificados
em Loricariichthys platymetopon sdo do tipo ZZ/ZW (SCAVONE e JULIO JR, 1995) e
XX/XY Y, em Harttia carvalhoi (CENTOFANTE et al., 2006); em Hypostominae com
Hypostomus sp. do rio Araguaia apresentando sistema ZZ/ZW (ARTONI et al. 1998) e
Hypostomus macrops com XX/XY (MICHELE et al.,, 1977), com sistema ZZ/ZW em
Ancistrus cf. dubius (MARIOTTO et al., 2004) e Hemiancistrus spilomma (OLIVEIRA et al.,
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2006) e sistema XX/X0 em Ancistrus n. sp. 1 (ALVES et al., 2006).

Apesar de o grupo constituir uma das maiores familias de peixes de agua
doce, possuir uma grande importancia econdmica e estar amplamente distribuido por toda a
regido Neotropical, com relagdo ao niumero de espécies os estudos citogenéticos ainda sao
relativamente escassos, das 600 espécies descritas até o ano 2000, apenas 56 possuem dados

citogenéticos disponiveis (OLIVEIRA e GOSZTONYI, 2000).

1.3 SUBFAMILIA HYPOSTOMINAE

A subfamilia Hypostominae ¢ constituida na maioria por espécies de médio
porte, os maiores sdo Glyptoperichthys, Hypostomus, Liposarcus, Pterygoplichthys e
Squaliforma. O maior pode chegar a até 50 cm de tamanho, como € o caso da Isorineloricaria
spinosissima. Sdo raros os casos de dimorfismo sexual, somente em um género, como
Aphanotorulus, machos sexualmente maduros apresentam nadadeiras ¢ corpo mais espinhoso
e algumas modificagoes dos dentes (WEBER in REIS et al., 2003).

Podem ser encontrados nos mais variados habitats e apresentam ampla
distribui¢do. Com excecdo de Hypostomus watwata, a qual vive em aguas estuarias dos rios
das Guianas, Hypostominae geralmente parece estar restrito a dgua doce, sdo espécies
bentonicas que podem ser encontradas em bancos de areia ou rios rochosos. A maioria destes
animais possui habitos crepusculares, e durante o dia ficam embaixo das pedras ou em troncos
de arvores mortas. (WEBER in REIS et al., 2003).

De acordo com Isbriicker (1980) a subfamilia Hypostominae ¢ caracterizada
por possuir numerosas espécies, sendo o género Hypostomus o mais especioso, com mais de
130 espécies ja descritas.

Devido ao limitado conhecimento da distribuicdo da ictiofauna da regido
Neotropical, do grande niimero de espécies e da grande variagdo intra - especifica com
relacdo a morfologia e ao padrdo de pigmentacdo observado no grupo, ocorre uma grande
dificuldade na identificacdo destes peixes ou muitas vezes resultando em uma identificacao
errada de muitas espécies (REIS et al., 1990 apud ZAWADZKI et al., 1999).

Com relacdo aos estudos citogenéticos, apenas nove géneros possuem
algum tipo de dado: Hypostomus, Liposarcus, Rhinelepsis, Pogonopoma, Pterygoplichthys,

Megalancistrus, Panaque, Ancistrus e Hemiancistrus, sendo Hypostomus o género que possui
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maior numero de espécies cariotipadas (GIULIANO-CAETANO, 1998).

Os dados citogenéticos até o presente momento relacionado a subfamilia
mostram que o numero diploide varia de 38 para Ancistrus sp. (ALVES, 2000) a 84
cromossomos em Hypostomus sp. 2-rio Perdido (CEREALI, 2006), sendo que o numero
diploide mais comum ¢ de 72 cromossomos (CEREALLI, op cit).

Outra caracteristica ¢ que as espécies que possuem menor numero
cromossOmico possuem em sua maioria cromossomos metacéntricos-submetacéntricos (m-
sm), enquanto as espécies que apresentam maior numero cromossomico prevalecem os
subtelocéntricos-acrocéntricos (st-a) (GIULIANO-CAETANO, 1998). Além disso, este
género apresenta variacdo quanto ao numero fundamental, como por exemplo, 2n = 68
cromossomos para Hypostomus ancistroides com NF = 105 para machos e NF = 106 para
fémeas; Hypostomus paulinus com ntimero diploide de 74 cromossomos ¢ NF = 104 e assim
por diante (MICHELLE et al., 1977).

Esta diversidade cromossomica pode estar relacionada com a presenca
algumas vezes de cromossomos supranumerarios ou rearranjos cromossomicos presentes na
evolugio cariotipica do grupo (SCAVONE e JULIO Jr, 1994; ALVES et al., 1999); ou a uma
possivel origem polifilética dos Hypostominae, proposto por Schaefer (1987) por meio de
estudos de filogenia e morfologia.

H4 uma diferenca na quantidade, tamanho e localizagdo do padrio e
distribui¢do da heterocromatina e das RONs, possuindo RONs simples a RONs multiplas,
sendo estas ultimas as mais freqiientes e alguns cromossomos AgRONs homologos podendo
apresentar polimorfismo de tamanho (ARTONI e BERTOLLO, 1992).

A presenca de sistema de cromossomos sexuais foi observada em
Hypostomus macropis (MICHELE et al., 1977), com sistema XX/XY e heteromorfismo de
cromossomos sexuais em fémeas (ZZ/ZW) em Hypostomus sp. (ARTONI, 1996).

Os estudos citogenéticos com relagcdo as espécies do género Hypostomus
neste presente trabalho, t€m como finalidade contribuir a estudos futuros relacionados a

conservagao destas espécies.

16



17

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar citogeneticamente as diferentes espécies do género Hypostomus
provenientes do rio Jacutinga, Agua das Pedras, Taquari, ribeirio Trés Bocas e Apertados
(bacia do rio Tibagi/PR), rio Agua do Pato (bacia do rio Paranapanema/SP) e rio Mogi Guagu

— Cachoeira de Emas (bacia do rio Grande/SP).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1- Caracterizar a macroestrutura cromossomica de algumas espécies do género Hypostomus.

2- Caracterizar as Regidoes Organizadoras de Nucléolos.

3- Determinar o padrdo de distribuicdo da heterocromatina constitutiva.

4- Determinar as regioes ricas em GC e AT através de fluorocromos especificos, na busca de

marcadores especificos da organizacao interna dos cromossomos.

5- Comparar os resultados obtidos, com os existentes na literatura, com a intengdo de

compreender a tendéncia da evolucao cromossdmica do género Hypostomus.



3 MATERIAL E METODOS

As coletas foram realizadas em diferentes locais pertencentes a bacia do rio
Tibagi/PR: ribeirdo Trés Bocas, rio Agua das Pedras e ribeirdo dos Apertados, localizados na
cidade de Londrina, rio Jacutinga, rio Taquari, proximos ao municipio de Jataizinho; no rio
Agua do Pato afluente do rio Paranapanema/SP, localizado no municipio de Iepé e cachoeira

de Emas — rio Mogi Guagu/SP, no municipio de Pirassununga (Figuras 1 e 2).

3.1 CARACTERIZACAO DOS LocAls DE COLETA

3.1.1 A bacia do rio Tibagi

A bacia do rio Tibagi ¢ composta por um total de 65 afluentes e centenas de
subafluentes compreendendo uma é4rea de aproximadamente 25 000 Km?, estd localizada na
porcdo leste do estado do Parand, nascendo ao sul do estado e percorrendo 550 Km em
direcdo norte até o rio Paranapanema, no lago da represa Capivara, apresentando uma
diferenga de nivel desde a nascente até a desembocadura de 792 m (MAACK, 2002), também
¢ caracterizada por apresentar varios saltos e cachoeiras, somadas aos saltos sao 91 cachoeiras
e corredeiras (DE FRANCA in MEDRI et al., 2002). Em média, a velocidade maxima das
aguas em todas as corredeiras ¢ de 3,2 m/s (BENNEMANN et al., 1995).

A bacia ¢ limitada pela bacia do rio Paranapanema ao norte; pela bacia do
rio Ivai a oeste; com as bacias dos rios Cinzas e Itararé ao leste; com a bacia do rio Ribeira a
sudeste; com a bacia do rio Pirap6 a noroeste; e com a do rio Iguacu ao sul (DE FRANCA in
MEDRI et al., 2002).

Em um estudo feito por Bennemann et al. (1995) em cinco localidades da
bacia do Tibagi: Ipiranga (alto Tibagi), Telémaco Borba e Sapopema (médio Tibagi),
Londrina e Sertandpolis (baixo Tibagi), cerca de 94,3% das espécies coletadas pertencem as
ordens Characiformes e Siluriformes, e os Perciformes fazendo parte do restante (5,7%).
Dentre os Characiformes, a familia mais encontrada foi Characidae (34,7%), das sete familias

registradas. Para os Siluriformes foram registradas espécies das familias Loricariidae (13,1%)

18



e Pimelodidae (8,6%).

As espécies de grande porte ocorrem em numero reduzido, sendo que a
bacia do rio Tibagi ¢ predominantemente formada por espécies de pequeno porte; seguidas
pelas de tamanho médio (SHIBATTA et al. in MEDRI et al., 2002).

Estudos realizados por Bennemann e Shibatta (in MEDRI et al., 2002)
relatam a presenca de 17 espécies, dentre estas, as espécies mais abundantes em ordem
decrescente foram: Moenkhausia intermedia, Astyanax altiparanae, Schizodon intermedius,
Pimelodus maculatus, Plagioscion squamosissimus, Acestrorhynchus lacustris e
Steindachnerina insculpta. As espécies encontradas em menor abundancia foram:
Serrasalmus spilopleura, lheringichthys labrosus, Leporinus elongatus, Leporinus friderici,
Hoplias malabaricus, Schizodon nasutus, Pinirampus pirinampu, Rhinodoras dorbignyi,

Metynnis maculatus e Prochilodus lineatus.

3.1.2 A bacia do rio Paranapanema

O rio Paranapanema pertence a bacia do Alto Parand, sendo um de seus
maiores afluentes, com aproximadamente 600 Km de extensdo, onde cerca de 300 Km fazem
a divisa do estado do Parand com o estado de Sdao Paulo. Sua nascente se localiza em Capao
Bonito, na Serra de Paranapiacaba (MAACK, 1981).

Devido ao seu desnivel de aproximadamente 500 m, o rio Paranapanema ¢
muito utilizado para geragao de energia, possuindo cerca de dez usinas em operagao, e devido
a presenca destas usinas ao longo de sua extensdo, o rio tornou-se uma sucessdo de
reservatorios justapostos, que sdo classificados de duas maneiras: reservatorios de
acumulagdo e reservatorios fio d’agua (DUKE ENERGY, 2003).

No rio Paranapanema foram identificadas até o momento cerca de 155

espécies, distribuidas em nove ordens (DUKE ENERGY, op cit).
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3.1.3 O rio Mogi Guacu

O rio Mogi Guagu possui cerca de 473 km de extensdo, sua nascente
localiza-se no municipio de Cambui, estado de Minas Gerais a 1650 m de altitude, onde
percorre cerca de 95,5 Km até o estado de Sao Paulo. Da nascente até a foz apresenta um

desnivel de 1160 m, sendo responsavel pelas dguas com fortes correntezas na maioria de sua

extensao (GODOY, 1975).

20



Figura 1 — Mapa dos locais de coleta: A) ribeirdo Trés Bocas, B) rio Agua das Pedras ¢ C)
ribeirdo dos Apertados (Londrina/PR); D) rio Jacutinga e E) rio Taquari

(Jataizinho/PR) na bacia do rio Tibagi; F) rio Agua do Pato (Iepé/SP) bacia do
Paranapanema; G) rio Mogi Guagu/SP na bacia do rio Grande.
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Figura 2 — Fotos dos locais de coleta: A) ribeirdo Trés Bocas, B) rio Agua das Pedras ¢ C)
ribeirdo dos Apertados (Londrina/PR); D) rio Jacutinga ¢ E) rio Taquari
(Jataizinho/PR); F) rio Agua do Pato (Iepé/SP); G) cachoeira de Emas - rio Mogi-
Guagcu (Pirassununga/SP).
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3.2 ESPECIES ESTUDADAS

Este estudo foi fundamentado em exemplares pertencentes ao género
Hypostomus, obtidos por meio de coletas realizadas pela equipe de citogenética de peixes da
Universidade Estadual de Londrina.

Foram analisados 62 exemplares de H. strigaticeps, coletados no rio
Jacutinga, rio Taquari, rio Agua do Pato, rio Agua das Pedras, ribeirdo Trés Bocas; 56
exemplares de H. ancistroides no rio Taquari, rio Agua do Pato, rio Agua das Pedras e
ribeirdo Trés Bocas; 14 exemplares de H. nigromaculatus no ribeirdo Trés Bocas, ribeirdo dos
Apertados e rio Mogi Guagu; dois exemplares de H. paulinus no ribeirdo Trés Bocas ¢ um
exemplar de H. regani no rio Jacutinga (Figura 3).

Os exemplares de H. nigromaculatus foram identificados pelo sistemata
Claudio H. Zawadzki do Nucleo de Pesquisa em Limnologia Ictiologia e Agqiiicultura
(NUPELIA) da Universidade Estadual de Maringa e os demais pelo sistemata Fernando

Camargo Jerep do Museu de Zoologia da Universidade Estadual de Londrina.
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Figura 3 — Espécies analisadas: A) H. strigaticeps, B) H. ancistroides, C) H. nigromaculatus,
D) H. paulinus, E) H. regani.
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3.3 DETALHAMENTO DAS TECNICAS

3.3.1 Inducéo ao aumento do numero de mitoses pela técnica de suspensdo de levedura
(CAVALLINI e BERTOLLO, 1988).

Injetar intraperitonialmente suspensdo de levedura dissolvida em &gua, na
proporc¢do de 1 mL/ 100g de peso animal durante 24 horas, apds o qual processa-se o material

para a preparacao de cromossomos mitéticos.

3.3.2 Preparacdo de cromossomos mitéticos pela técnica de suspensdo celular
(BERTOLLO etal., 1978).

1. Injetar intraperitonialmente colchicina 0,025% na propor¢ao de 1 mL/100g de peso animal

durante 30-40 minutos ap6s o qual sacrifica-se o animal e retira-se o rim anterior.

2. Colocar o material, previamente lavado em solug¢do hipotdnica, em uma cuba de vidro

contendo 7-10 mL de solugdo hipotdnica de KCI 0,075M.

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

processo com o auxilio de uma seringa hipodérmica.

4. Incubar o material em estufa a 37°C durante 25-30 minutos.

5. Pingar 5-10 gotas de fixador metanol- 4cido acético (3:1), ressuspender o material, e

centrifuga-lo durante 10 minutos a 900 rpm.

6. Com o auxilio de uma pipeta Pasteur, retirar o sobrenadante e acrescentar 7-10 mL de

fixador. Ressuspender o material e centrifugé-lo durante 10 minutos.

7. Repetir o passo numero 6 mais duas vezes.
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8. Apos a ultima centrifugacdo e eliminagao do sobrenadante, adicionar 1-2 mL de fixador,

dependendo da quantidade de material, e ressuspender o material.

9. Acondicionar o material em tubos de plastico do tipo Eppendorf e guarda-los no

refrigerador.

3.3.3 Cultura de Linfocitos (FENOCCHIO e BERTOLLO, 1988)

Coletar sangue periférico com uma seringa descartavel contendo 0,1 mL de
heparina. Apos a sedimentacdo transferir 0,5 mL do plasma para um frasco contendo 7,5 mL
de meio de cultura RPMI 1640, 2 mL de soro bovino fetal e 0,2 mL de fitohemaglutinina.

Manter o frasco em estufa a 30°C por 72 horas.

1. Adicionar a cultura 0,1 mL de colchicina 0,0017%, agitar o frasco e deixar incubando por 3

horas.

2. Transferir o meio de cultura para um tubo de centrifuga, com o auxilio de uma pipeta

Pasteur e centrifugar a 900 rpm por 5 minutos.

3. Descartar o sobrenadante e adicionar aproximadamente 8 mL de solucao hipoténica de KCI

a 0,075 M, ressuspender e incubar 20-30 minutos a 37°C.

4. Adicionar 5 gotas de fixador (metano/acido acético, 3:1) recém preparado, ressuspender

vagarosamente e centrifugar por 10 minutos a 900 rpm.

5. Descartar o sobrenadante e adicionar aproximadamente 8§ mL de fixador.

6. Ressuspender e centrifugar novamente por 8 minutos.

7. Repetir os itens 5 e 6 por duas vezes. Apds a ultima centrifugacdo e eliminagdo do

sobrenadante, adicionar cerca de 1 mL de fixador, dependendo da quantidade de material

sedimentado, e ressuspender o material. Este poderd ser entdo guardado em freezer,
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acondicionado em frascos tipo Eppendorf, ou trabalhado.

3.3.4 Preparo de laminas e coloracéo convencional por Giemsa

1. Pingar 1-3 gotas de suspensdo celular sobre uma lamina limpa, levemente aquecida em um

recipiente contendo 4dgua, deixando-a secar ao ar.

2. Corar a lamina com Giemsa 5%, diluida em tampao fosfato, pH = 6,8, por 7 minutos, ou

tratar a lamina segundo as técnicas de bandas-C, impregnagdo por prata, fluorocromos ou

hibridacao fluorescente in situ.

3.3.5 Impregnagéo por nitrato de prata (HOWELL e BLACK, 1980)

1. Colocar sobre uma lamina previamente preparada 2-3 gotas de solugdao aquosa de gelatina

(1g de gelatina incolor + 50 mL de 4gua + 0,5 mL de &cido férmico).

2. Adicionar sobre cada gota de gelatina 1 gota de dgua destilada e 2 gotas de AgNO; 50%.

3. Cobrir com laminula e colocar em estufa a 60°C durante 3-6 minutos.

4. Deixar a laminula escorrer debaixo de 4gua corrente.

5. Secar a lamina e observar ao microscopio.

3.3.6 Técnica de coloracdo com DAPI (SCHWEIZER, 1978)

1. Mergulhar a lamina em solu¢do de DAPI (0,3 ng/mL), recém preparada, por 15 minutos,

preferencialmente no escuro.



2. Lavar em 4gua corrente e secar ao ar € cobrir com laminula em meio de glicerol.

3. Deixar a lamina guardada a temperatura ambiente, no escuro, por no minimo 15 dias antes
de analisd-la (para aumentar a estabilidade do fluorocromo) em fotomicroscépio de

epifluorescéncia, com filtro 360-390 nm.

3.3.7 Técnica de coloracdo com Cromomicina Az (SCHMID, 1980)

1. Sobre uma lamina, preparada segundo a técnica descrita para cromossomos mitoticos,

colocar cerca de 100 pL de solugdo de Distamicina (0,3 mg/ml).

2. Cobrir com uma laminula e deixar agindo por uns 15 min. Escorrer a laminula e lavar a
lamina em 4gua corrente e deixar a 1amina em tampao Mcllvaine por alguns minutos. Deixar

S€car ao ar.

3. Colocar 100 pL da solugdo de Cromomicina Ajz (dissolver 0,5mg de CMA; em ImL de
tampao Mcllvaine e adicionar 5 mM de cloreto de magnésio — deixar a CMA; dissolver
lentamente na geladeira por alguns dias), sobre a lamina, cobri-la novamente com uma

laminula e deixar corando por 60 min, no escuro.

4. Escorrer a laminula e lavar a lamina, em &4gua corrente, em jatos fortes, por

aproximadamente um minuto.

5. Deixar a lamina secar ao ar e monta-la com uma nova laminula, utilizando meio de solugao

para montagem.

6. Deixar a lamina guardada a temperatura ambiente, no escuro, por no minimo 15 dias antes
de analisd-la (para aumentar a estabilidade do fluorocromo) em fotomicroscopio de

epifluorescéncia, com filtro 450-490 nm (zona de excitagdo azul).
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3.3.8 Técnica Cromomicina Az / DAPI (CHRISTIAN et al. 1998), com modificacGes

1. Desnaturar as laminas em solucdo de formamida 70% / 2xSSC por 2 minutos em banho-

maria a 70°C.

2. Colocar as laminas em solucao de 2xSSC a temperatura ambiente, no maximo a 40°C, por 2

minutos.

3. Repetir o passo anterior com outra solu¢do de 2xSSC por 2 minutos.

4. Passar as laminas por uma bateria de etanol:

- Etanol 70% rapidamente;

- Etanol 70% por 2 minutos;

- Etanol 90% por 1 minuto;

- Etanol 100% por 1 minuto.

Durante esses passos nao pode deixar as ldminas secarem.

5. Secar bem as laminas apos o etanol 100% e colocar 40 pl de CMA3, cobrir com laminula e

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

6. Colocar as laminas em solu¢do de PBS 1x por 2 minutos, retirar cuidadosamente as

laminulas. Repetir por mais 2 vezes o banho em PBS 1x.
7. Retirar as laminas da cubeta e com elas ainda molhadas corar com DAPI (com antifading),
cerca de 40 a 50 pl, cobrir com laminula de vidro e visualizar em microscopio de

fluorescéncia.

8. Armazenar as laminas no escuro em geladeira.



3.3.9 Determinacéo da distribuicdo da heterocromatina constitutiva (SUMNER, 1972)

1. Tratar a 1amina com HCI 0,2N por 15 minutos a temperatura ambiente.

2. Lavar a 1amina em agua corrente ¢ deixar secar.

3. Colocar a lamina em solu¢do aquosa de Ba(OH); 5% a 42°C durante um minuto e meio.
4. Mergulhar a lamina trés vezes em HCI 0,2N, lavar em 4gua corrente e deixar secar.

5. Colocar a 1amina em solucao salina 2xSSC a 60°C por 30 minutos.

6. Lavar a lamina em agua corrente, deixar secar e corar com Giemsa 6% durante 5 minutos.

3.3.10 Estudos cariotipicos (LEVAN et al., 1964), com modificacGes

As preparagdes cromossomicas foram analisadas em microscopio optico. As
contagens cromossdmicas e observacoes mais detalhadas foram feitas com o auxilio da lente
objetiva de imersdo, num aumento de 1000 vezes. As melhores metafases foram fotografadas
em filme Kodak Imagelink (ou similar), preto e branco, ASA 25. As laminas de fluorocromos
e hibridagdo in situ foram analisadas em fotomicroscopio de epifluorescéncia sob filtro
apropriado (450-490 nm de comprimento), e foram fotografadas com filmes TMAX, preto e
branco ASA 100, e colorido, respectivamente.

As fotografias dos cromossomos foram recortadas e, em seguida, os
homologos pareados e dispostos em grupos (metacéntrico, submetacéntrico, subtelocéntrico e
acrocéntrico). A classifica¢do cromossdmica seguiu o proposto por Levan et al. (1964), com
modificacdes, onde foram adotados os seguintes limites para a relagcdo de bracos (RB):

RB = 1,00 — 1,70, metacéntrico (m);

RB =1,71 — 3,00, submetacéntrico (sm);
RB = 3,01 — 7,00, subtelocéntrico (st);
RB = maior que 7,00, acrocéntrico (a).

Onde RB = braco maior/ brago menor. Na determinacdo do numero
fundamental (NF), os cromossomos metacéntricos e submetacéntricos foram considerados

com dois bracos cromossémicos.
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O género Hypostomus ¢ um dos mais especiosos na familia Loricariidae, tendo
aproximadamente 120 espécies descritas. Apresentam uma ampla diversidade quanto ao
padrdo de coloracdo e morfologia, o que dificulta a identificagdo de determinadas espécies,
principalmente aquelas com ampla distribui¢do geografica. Para isso os dados citogenéticos
podem fornecer subsidios aos estudos taxondmicos e sistematicos do género. Foram
analisadas trés populagdes de Hypostomus nigromaculatus : ribeirdo Trés Bocas, ribeirdo dos
Apertados (afluentes do rio Tibagi/PR) e cachoeira de Emas-rio Mogi Guagu/SP, sendo esta
ultima, a localidade tipo de H. nigromaculatus . Submetidos a coloragdo convencional
(Giemsa), impregnacdo por nitrato de prata, bandamento-C e fluorocromo CMAj3;. Na analise
por Giemsa foi verificado para as trés populagdes 2n = 76, no entanto com diferenga quanto
as formulas cariotipicas. O nitrato de prata detectou RONs multiplas para as trés populagoes,
porém com diferengcas quanto a localizacdo. A coloragdo com fluorocromo CMA; foi
correspondente aos cromossomos AgRONSs, na coloragdo com DAPI foram observadas
bandas negativas correspondentes as RONs. A heterocromatina esta distribuida terminalmente
em alguns cromossomos (st-a), pericentromérica em um par (m) e associada as RONSs, para a
populagdo do ribeirdo Trés Bocas e ribeirdo dos Apertados; e terminal em 2 pares de
cromossomos (st-a) anterior a constricdo secundaria e pericentromérica em 2 cromossomos
(m), para a populagdo do rio Mogi Guagu. Por meio destes resultados foi possivel observar
algumas diferengas no que diz respeito as formulas cariotipicas e bandamentos
cromossOmicos, mas todos os exemplares apresentaram semelhancas quanto a morfologia e
padrao de pigmentagdo; estas diferencas podem estar relacionadas ao processo de especiacao
dos grupos.

Palavras chave: bandamento cromossdmico, especiagdo, Hypostominae.



Introducgéo

O género Hypostomus ¢ um dos mais especiosos dentro da subfamilia Hypostominae,
com aproximadamente 120 espécies nominais, sendo encontradas nos mais variados habitats e
apresentando ampla distribuicdo (Weber in Reis et al., 2003).

Para a identificacdo das espécies do grupo, os sistematas encontram muita dificuldade,
devido ao grande niimero de espécies pertencentes ao género, € por possuirem uma grande
variagdo intra - especifica com relagdo a morfologia e ao padrdo de pigmentagdo (Reis et al.,
1990 apud Zawadzki et al., 1999). Devido a esta grande variacdo, estudos moleculares com
aloenzimas ¢ DNAmt estdo sendo realizados, para auxiliarem na identificacdo e nas relagdes
filogenéticas de espécies do género (Alves, 2000; Zawadzki et al., 2001; Zawadzki, et al.
2005).

Com relacdo ao numero dipldéide, macroestrutura cariotipica e bandamento
cromossomico, estes peixes tém sido caracterizados como ndo conservados (Artoni &
Bertollo, 1996). Os rearranjos cromossomicos desempenham um papel significativo na
evolucdo cariotipica do grupo e este polimorfismo estrutural pode estar relacionado também a
presenga, algumas vezes, de cromossomos supranumerarios (Scavone & Julio Jr, 1994).

De acordo com estudos de filogenia morfoloégica, Schaefer (1987) propds que esta
diversidade cromossomica pode estar relacionada com uma possivel origem polifilética dos
Hypostominae.

Os dados citogenéticos, até o presente momento, relacionados ao género Hypostomus
mostram que o numero diploide varia de 52 para H. emarginatus (Artoni & Bertollo, 2001) a
84 cromossomos em Hypostomus sp. 2-rio Perdido NUP 4249 (Cereali, 2006), sendo que o
numero diploide mais comum nas espécies estudadas, € de 72 cromossomos (Cereali, op. cit.).

As espécies pertencentes ao género Hypostomus que possuem dados citogenéticos sdo:
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H. plecostomus (Muramoto et al., 1968); H. strigaticeps, H. macrops, H. ancistroides, H.
paulinus (Michelle et al., 1977); H. tietensis (Oliveira & Foresti, 1993); H. albopunctatus, H.
regani, H. aff. auroguttatus, (Artoni & Bertollo, 1996); H. emarginatus (Artoni & Bertollo,
2001); H. affinis (Kavalco et al., 2005) e H. cochliodon (Cereali, 2006), além dos estudos
realizados com as mesmas espécies em outras populagdes e espécies que ndo possuem ainda
nomenclatura sendo identificados como Hypostomus sp. Estes estudos estdo na maioria
resumidos a niimero dipldide, féormula cariotipica e RONS.

No presente trabalho foram analisados citogeneticamente exemplares de Hypostomus
nigromaculatus (Schubart, 1964) de Cachoeira de Emas, a localidade tipo da espécie e de
duas diferentes localidades, para caracterizagdo da espécie de possiveis variagdes geograficas
ao longo de sua distribuicdo. Estes s3o os primeiros dados citogenéticos para H.

nigromaculatus .

Material e Métodos

Foram analisados 15 exemplares de Hypostomus nigromaculatus coletados em trés
localidades diferentes: Cachoeira de Emas — rio Mogi Guacu/SP (NUP 5071, sete
exemplares), no municipio de Pirassununga/SP; ribeirdo Trés Bocas (NUP 5070, cinco
exemplares) e ribeirdo dos Apertados (MZUEL 4705, trés exemplares), sendo os dois tltimos,
afluentes do rio Tibagi/PR, localizados no municipio de Londrina/PR. NUP significa cole¢ao
ictiolégica do Nupélia (Nucleo de Pesquisas em Limnologia, Ictiologia e Agqliicultura, da
Universidade Estadual de Maringd). MZUEL significa colegdo ictiologica do Museu de
Zoologia da Universidade Estadual de Londrina.

Os cromossomos mitoticos foram obtidos de acordo com a técnica convencional de
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Bertollo et al. (1978). Os cromossomos foram classificados em trés grupos: metacéntricos
(m), submetacénticos (sm) ¢ subtelocéntricos-acrocéntricos (st-a), segundo Levan et al.
(1964), com modificacdes. A deteccao das regides organizadoras de nucléolos foi realizada
pela impregnacdo por nitrato de prata (Howell & Black, 1980). Determinacao dos sitios GC e
AT-ricos pela técnica de coloracdo com DAPI/Cromomicina A3 (CMAj3) (Schweizer, 1976;
1978; Schmid, 1980; Christian et al., 1998, com modifica¢des). Para determinac¢do do padrdao
de distribuicao da heterocromatina, foi utilizado bandamento-C (Sumner, 1972), coradas com

Giemsa, CMAj3; e DAPI.

Resultados

A populacao do rio Mogi Guagu apresentou niumero dipléide com 76 cromossomos e
formula cariotipica: 8m+20sm+48st-a ¢ NF = 104 (Fig. la), com a presenga, em alguns
exemplares, de constricdo secundaria no brago longo de até dois cromossomos (st-a) nao
homologos (Fig.1c¢).

Os resultados observados para a populagao do ribeirdo Trés Bocas foram idénticos aos
exemplares analisados do ribeirdo dos Apertados, por esta razdo, as figuras apresentadas
correspondem a populagao do ribeirdo Trés Bocas. O numero diploide encontrado para ambas
as populagdes foi de 76 cromossomos, com formula cariotipica: 6m+20sm+50st-a ¢ NF = 102
(Fig.1b), e em alguns exemplares observou-se a presenca de até trés cromossomos
apresentando constricdo secundaria, presente no braco curto de um par (st-a) grande € em um
cromossomo (st-a) no brago longo (Fig.1d).

Na impregnacdo por nitrato de prata, foram observadas RONs multiplas para a

populacdo do rio Mogi Guagu, variando de dois a trés cromossomos (st-a) grandes,
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localizadas na posicdo terminal, braco longo, correspondente aos pares 25 e 28 do
complemento, sendo que, o de posicdo 25 ndo apresenta seu homologo marcado; podendo
apresentar também, um heteromorfismo de tamanho no par 28, coincidindo com a constri¢cao
secundaria (Fig. 1c).

Para as populagdes do ribeirdo Trés Bocas e Apertados foram observados até trés
cromossomos marcados com o nitrato de prata, com as RONs localizadas na regido terminal
do brago longo de um cromossomo st-a, correspondente a posicdo 27 do complemento e
terminal no braco curto de um par st-a (par 16), com a presen¢a de heteromorfismo no par 16
(Fig. 1d).

Na populacao do rio Mogi Guagu a coloragdo com fluorocromo CMAj; evidenciou até
trés marcagdes, correspondentes aos cromossomos AgRONs, os quais também apresentaram
um heteromorfismo de tamanho entre os homdlogos, marcagdes negativas anteriores as RONs
e marcagdes centromérica em alguns cromossomos m-sm (Fig.2a); na coloragdo com DAPI
foram observadas regides negativas correspondentes as RONs e as regides anteriores as
RONS apresentaram-se coradas com DAPI (Fig.2b e c).

A coloragdo com CMA;, evidenciou na populagdo do ribeirdo Trés Bocas/Apertados
marcagoes correspondentes aos cromossomos AgRONs e também na regido centromérica de
alguns cromossomos metacéntricos (Fig.2d); na coloragdo com DAPI foram observadas
regides negativas correspondentes as RONs (Fig.2e e f).

O padriao de distribuicdo da heterocromatina detectado pelo bandamento C para a
populacdo do rio Mogi Guagu, evidenciou bandas em um par metacéntrico na regiao
pericentromérica, e blocos grandes em dois pares (st-a) na posi¢ao terminal do braco longo,
sendo um deles portadores das RONs, porém com a heterocromatina anterior a constricao
secundaria (Fig. 3a). Na banda-C corada pelo DAPI e CMAj as marcagdes foram as mesmas,

com a presenca de bandas fluorescentes na posicao terminal do brago longo de cromossomos
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st-a, nado podendo separar as RONs da heterocromatina; e pericentromérica em um par
metacéntrico (Fig. 3b e ¢).

Pela técnica de bandamento-C foi observada a presenga de heterocromatina na regiao
terminal no braco longo de dois pares st-a, na regido centromérica de varios cromossomos €
associada as RONSs, as quais também apresentaram um heteromorfismo de tamanho entre os
homologos, para as populagdes do ribeirdo Trés Bocas e Apertados (Fig.3d).

A banda-C corada pelo CMA; foram observadas marcagdes nas regides terminais de
alguns cromossomos st-a, localizadas tanto no brago curto quanto no brago longo sendo um
par correspondente aos cromossomos AgRONs (Fig. 3e); na banda-C corada com DAPI
foram observadas marcagdes na regido centromérica de dois pares metacéntricos, além dos

sitios negativos correspondentes as RONs (Fig.3f).

Discussao

Na andlise convencional por coloragdo com Giemsa as trés populagdes de H.
nigromaculatus analisadas apresentaram nuamero dipléide com 76 cromossomos; o0s
exemplares coletados no ribeirdo Trés Bocas e ribeirdo dos Apertados apresentaram o mesmo
NF (102), mas quando comparados com os exemplares do rio Mogi Guagu, diferem quanto ao
NF, localizacdo da constri¢ao secundaria e da heterocromatina relacionada com as RONS.

A populacido do rio Mogi Guagu apresenta NF = 104, e as constrigdes secundarias
estdo presentes no braco longo de dois cromossomos (st-a) ndo homoélogos grandes, enquanto
que as outras populacdes apresentam a constri¢do localizada no brago curto de um par (st-a) e
no brago longo de um cromossomo st-a relativamente pequeno. De acordo com Falcdo &

Bertollo (1985) a mudanga na formula cariotipica e constancia no numero dipléide podem
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estar relacionadas a rearranjos cromossomicos do tipo inversdo céntrica, inferindo na
evolucdo cariotipica do grupo.

Na impregnagao por nitrato de prata, as trés populagdes apresentaram RONs multiplas,
e heteromorfismo entre os homologos, porém, ha diferencas quanto a localizagao destes sitios;
na populacdo do rio Mogi Guagu, as RONs estdo situadas terminalmente no brago longo de
trés cromossomos st-a grandes; e nas populacdes do ribeirdo Trés Bocas e Apertados as RONs
estdo situadas no brago curto de um par st-a grande e brago longo de um cromossomo st-a
pequeno, todos na posigdo terminal.

Com relagdo ao heteromorfismo dos sitios AgRONs para as popula¢des do ribeirdo
Trés Bocas e Apertados nao se sabe se esta relacionado aos cistrons ribossomicos ou a uma
amplificacdo de heterocromatina, ja que ambas estdo associadas, ao contrario da populacao do
rio Mogi Guacu onde a heterocromatina esta localizada anterior as RONs. Este polimorfismo
de tamanho das RONs pode ser resultado de um crossing-over desigual. Segundo dados da
literatura o heteromorfismo pode ser observado em outros grupos de peixes Neotropicais
(Foresti et al., 1981; Almeida-Toledo et al., 2000) ¢ também verificada em outras espécies da
familia Loricariidae como: Hypoptopomatinae (Andreata et al., 1994; Alves, 2000);
Hypostominae (Artoni & Bertollo, 1996) e Loricariinae (Giuliano-Caetano, 1998).

Nos resultados obtidos pela coloracdo com fluorocromo CMAj; foram observadas
marcagdes nos mesmos sitios marcados pela prata, evidenciando que as RONs para as trés
populagdes sdo GC-ricas, as quais foram correspondentes a bandas negativas quando coradas
com DAPI; também foram observadas marcagdes na regido centromérica de um a dois pares
metacéntricos nas populacdes analisadas.

O padrao de distribuicdo de heterocromatina e sua composi¢do, verificadas pela
coloragdo com CMA; e DAPI, também diferiram entre as populagdes. A populagdo do rio

Mogi Guagu apresenta heterocromatina rica em AT e CG intercaladas, com blocos grandes



localizados terminalmente em dois pares st-a, sendo um par correspondente aos portadores
das RONSs, e na regido centromérica de um par metacéntrico. Entretanto, as populacdes do
ribeirdo Trés Bocas e Apertados apresentam heterocromatina mais amplamente distribuida,
nas regides centroméricas, teloméricas e associadas as RONs, onde a banda-C corada com
CMA; evidenciou as RONs e quando coradas pelo DAPI evidenciou as regides centroméricas
de dois pares metacéntricos.

Pelo fato das espécies do género Hypostomus niao serem consideradas grandes
migradoras ¢ geralmente formarem pequenas populagdes (Britski et al., 1984), a fixa¢do dos
rearranjos cromossomicos nestas populagdes pode ter sido facilitada. Segundo Oliveira et al.
(1988) e Almeida-Toledo et al. (1993) isto pode influenciar na caracteristica da
macroestrutura cariotipica de um grupo, ou seja, quanto maior a mobilidade e tamanho do
grupo, mais estavel € sua macroestrutura cariotipica, pois o fluxo génico ¢ maior ¢ a fixagao
de alguma alteragdo cromossomica ¢ menor devido a alta quantidade de individuos, como os
Curimatidae, Anostomidae, Prochilodontidae. Todavia, um grupo com pequena mobilidade e
baixa densidade populacional possui seu caridtipo mais variado, a probabilidade de fixagdo de
alguma alteragdo cromossomica ¢ maior ¢ o fluxo génico é menor, como é o caso de
Erythrinidae, Sternopygidae ¢ o género Astyanax. Uma das alternativas para as diferencas
observadas neste presente trabalho, entre as populacdes, pode ser devido a baixa densidade
populacional em que se encontra H. nigromaculatus; sendo um grupo também com pequena
mobilidade.

As populagdes, do rio Mogi-Guacu e ribeirdo Trés Bocas-Apertados, analisadas neste
trabalho estdo relativamente isoladas geograficamente, provavelmente ha muito tempo, e
como ndo deve haver fluxo gé€nico entre elas, logo, modificagdes tanto na macro quanto na

micro-estrutura podem ser fixadas e ndo compartilhadas entre estas, podendo levar a um

estagio de especiagdo incipiente.
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A semelhanga cariotipica observada entre as populagdes do ribeirdo Trés Bocas e
Apertados deve-se ao fato delas pertencerem a mesma bacia, do rio Tibagi, e estarem muito
proximas geograficamente.

Por meio dos resultados obtidos neste trabalho foi possivel observar que as populagdes
apresentam uma grande diferenga citogenética, tanto macro quanto micro estrutural (NF,
localiza¢do das RONs e pela composicao e distribui¢do da heterocromatina). Estas diferencas
corroboram os dados da literatura, de que este grupo € caracterizado como ndo conservado
(Artoni & Bertollo, 1996); porém, quanto a anatomia, ndo ha diferencas aparentes entre os
exemplares analisados das trés populagdes ou, estas diferengas podem ser muito sutis; sendo
assim, as populagdes analisadas podem ser espécies diferentes, mas que morfologicamente
sdo semelhantes, ou podemos ter uma mesma espécie que sao morfologicamente idénticas,
porém podem apresentar um consideravel polimorfismo interpopulacional.

A andlise genética de exemplares provenientes da localidade tipo de espécies
conhecidamente polimoérficas pode ser uma poderosa ferramenta para utilizagdo na taxonomia
de peixes Neotropicais. Com este procedimento, amarra-se um padrio genético a um taxon
especifico e qualquer diferenga deste para populacdes consideradas coespecificas e distantes
geograficamente, abre-se um campo para questionamentos, ndo somente genético-evolutivos,
mas também biogeograficos e taxondmicos.

No presente caso, deve-se considerar que o rio Mogi-Guagu faz parte da bacia do rio
Grande, e este juntamente com o rio Paranaiba apresenta uma ictiofauna relativamente
diferenciada dos trechos inferiores da bacia do alto rio Parana. Diversas espécies como
Hypostomus fluviatilis (Schubart, 1964) ¢ uma nova espécie de Hypostomus (C.H. Zawadzki
e F. Langeani, em preparagdo) para o rio Grande e, Oligosarcus planaltinae Menezes & Géry,
1983, Steindachnerina corumbae Pavanelli & Britski, 1999, para a bacia do rio Paranaiba, sdo

aparentementes restritas a estas bacias. Por outro lado, a bacia do rio Tibagi também apresenta
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endemismos ictioldégicos marcantes como a caracterizada pela recente descricdo de duas
novas espécies de Isbrueckerichthys (Jerep et al., 2006). Para espécies de pequeno porte ¢ de
géneros conhecidamente polimorficos ¢ esperado alguma diferenciagdo genética ou
morfoldgica entre suas populagdes.

As diferencgas citogenéticas encontradas sdo robustas, porém ndo seriam suficientes
para defini-las categoricamente como espécies biologicas distintas. E necessario ser
conservativo e esperar a realizagdo de mais estudos com relagio a Hypostomus
nigromaculatus, como analise molecular (DNAmt), utilizagdo de aloenzimas ¢ um estudo de
morfometria mais minucioso, que poderdo confirmar se as populagdes pertencem ou ndo a

mesma espécie.
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Fig. 1: Cariotipos de H. nigromaculatus corados por Giemsa: a) rio Mogi Guagu e b) ribeirdo Trés
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Bocas; cromossomos portadores das constricdes secundarias e heteromorfismo das RONSs: €) rio Mogi

Guacu e d) ribeirdo Trés Bocas.



Fig. 2: Metafases de H. nigromaculatus coradas com fluorocromos base-especificos: CMA3;, DAPI e
sobreposi¢do de ambos, respectivamente. @) b) e ¢) rio Mogi Guagu; d) €) e f) ribeirdo Trés Bocas. As
setas indicam as RON:Ss.
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Fig. 3: Metafases com Bandamento-C coradas com: Giemsa; CMAjze DAPI, respectivamente. a) b) e
C) rio Mogi Guacu; ¢ d) e) e f) ribeirfio Trés Bocas. As setas pretas indicam as RONSs; as setas brancas
0s cromossomos heterocromaticos e as setas vermelhas indicam as bandas negativas.
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Resumo

Dentre os siluriformes, Hypostominae ¢ um dos grupos mais recentes da América do Sul. O
género Hypostomus ¢ um dos géneros mais especiosos nesta subfamilia, sendo dominante nos
rios brasileiros por apresentar uma grande adaptabilidade a mudangas ambientais. Foram
analisadas quatro espécies do género Hypostomus: H. paulinus, H. strigaticeps, H. regani ¢ H.
ancistroides, coletados em cinco locais diferentes; submetidos aos estudos citogenéticos por
meio da coloragdo convencional (Giemsa), impregnagdo por nitrato de prata, fluorocromos
CMA; e DAPI e bandamento-C. Na analise por Giemsa H. paulinus apresentou 2n = 76:
o6m+16sm+54st-a; H. strigaticeps 2n = 72: 10m+16sm+46st-a; H. regani 2n = 72:
10m+18sm+44st-a; e H. ancistroides 2n = 68: 10m+26sm+32st-a. A impregnagdo por nitrato
de prata detectou RONs multiplas para a maioria das espécies analisadas, com excecdo de H.
paulinus. A coloragdo com CMA; evidenciou os cromossomos AgRONs e em H. paulinus
além das RONs um par com heterocromatina segmentada. Com excec¢do de H regani e H.
paulinus, a heterocromatina esta distribuida nas regides teloméricas e pericentroméricas. Os
resultados obtidos no presente trabalho sdo importantes para uma melhor caracterizacdo das
espécies estudadas e podem auxiliar na determinacdo da possivel evolucdo cariotipica
envolvida na especia¢dao do género Hypostomus.

Palavras-chave: Hypostominae, RONs, fluorocromos.



Introducéo

A familia Loricariidae pertence a ordem Siluriformes, sendo a segunda maior dentre
os Teleostei, quando considerado o numero de espécies (Nelson, 1994), com
aproximadamente 70 gé€neros e mais de 600 espécies descritas (Isbriicker, 1980; Burguess,
1989; Armbruster, 1997).

A maioria das espécies que compoem esta familia tem ampla distribuigdo, podem ser
encontrados na América Central e América do Sul, vivem nos mais variados habitats,
geralmente de corredeiras, no entanto, sdo encontradas algumas espécies que ocupam areas
restritas, ndo toleram ambientes com alta salinidade nem salobras (Weber in Reis et al.,
2003).

E uma das poucas familias desta ordem cuja filogenia nio foi bem estabelecida. A
sistematica da familia vem sendo constantemente revisada, tanto com estudos de osteologia,
morfometria (Armbruster, 2004) quanto molecular com a utilizagdo de DNA mitocondrial
(Montoya-Burgos, 2003), ou isoenzimas (Zawadzki et al.,2001).

De acordo com Armbruster (2004) a familia ¢ dividida em quatro subfamilias:
Neoplecostominae, Loricariinae, Hypostominae, Hypoptopomatinae e uma nova subfamilia
formada pelos géneros Upsilodus e Delturus.

Os estudos citogenéticos da familia ainda s3o escassos ¢ a maioria baseados no
numero diploide, férmula cariotipica ¢ RONs pela impregnagdo pelo nitrato de prata Das
aproximadamente 600 espécies que compdem a familia, apenas 56 possuem algum dado
citogenético.

A subfamilia Hypostominae ¢ caracterizada por possuir numerosas espécies, sendo o
género Hypostomus o mais especioso, e por serem constituidos na maioria por espécies de
médio porte (Weber in Reis et al., 2003).

Os Hypostominae sao restritos a agua doce, com exce¢do de Hypostomus watwata,
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que vive em aguas estuarias; sdo espécies bentdnicas que podem ser encontradas em bancos
de areia ou rios rochosos. A maioria destes animais possui habitos crepusculares e durante o
dia ficam embaixo das pedras ou em troncos de arvores mortas (Weber in Reis et al., 2003).

De acordo com Isbriicker (1980) a subfamilia Hypostominae ¢ constituida por 45
géneros, e com relacdo aos estudos citogenéticos, apenas nove géneros possuem algum tipo
de trabalho: Hypostomus, Liposarcus, Rhinelepis, Pogonopoma, Pterygoplichthys,
Megalancistrus, Panaque, Ancistrus e Hemiancistrus, sendo Hypostomus o género que possui
maior numero de espécies cariotipadas (Giuliano-Caetano, 1998).

Nosso trabalho analisou citogeneticamente quatro espécies do género Hypostomus de
diferentes localidades, visando contribuir para uma melhor caracterizagdo citogenética do

género e uma melhor compreensio da evolugao tanto do grupo quanto da familia Loricariidae.

Material e Métodos

Foram analisadas quatro espécies do género Hypostomus: dois exemplares de H.
paulinus (Ihering, 1905) coletados no ribeirdo Trés Bocas, um exemplar de H. regani
(Thering, 1905) coletado no rio Jacutinga, 56 exemplares de H. ancistroides (Ihering, 1911)
coletados no ribeirdo Trés Bocas, rio Taquari, rio Agua das Pedras (afluentes do rio
Tibagi/PR) e rio Agua do Pato (afluente do rio Paranapanema/SP) e 62 exemplares de H.
strigaticeps (Regan, 1908) coletados no ribeirdo Trés Bocas, rio Taquari, rio Jacutinga, rio
Agua das Pedras e rio Agua do Pato.

Os cromossomos mitéticos foram obtidos de acordo com a técnica convencional de
Bertollo et al. (1978). Os cromossomos foram classificados em trés grupos: metacéntricos
(m), submetacénticos (sm), subtelocéntricos-acrocéntricos (st-a), segundo Levan et al. (1964),
com modificagcdes. A detec¢do das regides organizadoras de nucléolos foi realizada pela

impregnagao por nitrato de prata (Howell & Black, 1980). Para determinagdo dos sitios GC e
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AT-ricos foram utilizadas as técnicas de coloracdo com Cromomicina Az / DAPI, (Schmid,
1980; Schweizer, 1976; Christian et al., 1998, com modificagdes). Para determinacdo do
padrao de distribui¢do da heterocromatina, foi utilizado bandamento-C (Sumner, 1972),

coradas com Giemsa e com fluorocromos CMAj e DAPI.

Resultados

Por meio da coloragdo convencional com Giemsa H. paulinus apresentou 2n = 76,
com formula cariotipica: 6m+16sm+54st-a ¢ NF = 98, com a presenca de constri¢ao
secundaria em um cromossomo do par 16 do complemento. Pela impregnagdo por nitrato de
prata foram evidenciadas RONs simples, em dois cromossomos st-a (par 16) localizadas na
posicdo terminal do brago longo, apresentando heteromorfismo de tamanho entre os
homologos (Fig. 1A). A coloragio com CMA;j3 evidenciou quatro cromossomos st-a
marcados, sendo um par correspondentes aos cromossomos AgRONs e um par st-a com um
bloco segmentado no braco longo (Fig. 2A). Na coloracdo com DAPI foram observadas
bandas negativas correspondentes as RONs (Fig. 2B).

A heterocromatina estd distribuida na regido pericentromérica do 1° par (m) do
complemento, nas regides terminais do brago longo de sete cromossomos st-a, sendo um par
destes portadores das RONs, porém, com a heterocromatina anterior a constricdo secundaria e
em um par st-a ela apresenta-se segmentada, ocupando quase todo o brago longo (Fig. 2D).
Na banda-C corada com CMA; foram observadas marcacdes nas regides teloméricas e no par
com aspecto segmentado (Fig. 2E), a banda-C/DAPI apresentou marcagdes nas regides
teloméricas e na regido pericentromérica do par metacéntrico (Fig. 2F).

H. strigaticeps apresentou 2n = 72, com 10m+16sm+46st-a e NF = 98, com a presenca
em alguns exemplares de constricdo secundaria em um cromossomo do par 28. Por meio da

impregnagdo por nitrato de prata foram evidenciadas RONs multiplas, variando de dois a



quatro cromossomos (st-a) marcados, localizadas terminal no brago longo dos pares 28 e 31
do complemento (Fig. 1B). A coloragdo com CMAj; evidenciou quatro cromossomos (st-a)
marcados na regido terminal do brago longo, correspondentes aos cromossomos AgRONs e
centromérica na maioria dos cromossomos st-a (Fig. 3A). O DAPI evidenciou blocos grandes
na regido terminal de até seis cromossomos st-a (Fig. 3B).

O padrao de distribui¢cdo da heterocromatina foi observado na regido pericentromérica
do 3° par (m) e terminal no brago longo de até oito cromossomos st-a, sendo que a maioria
apresenta blocos grandes, em alguns exemplares foram observadas marcagdes intersticiais em
um par (st-a) correspondente ao 33° par do complemento (Fig. 3D). Pela coloragdo da banda-
C com o fluorocromo CMAj3 nao foi observada nenhuma marcacao (Fig. 3E), porém quando
corada com DAPI, foram verificadas marcagdes nos cromossomos evidenciados pela
BC/Giemsa (Fig. 3F).

H. regani apresentou 2n = 72, com formula cariotipica: 10m+18sm+44st-a ¢ NF =
Pela impregnacao por nitrato de prata foram evidenciados quatro cromossomos st-a marcados,
com as RONSs localizadas na posi¢ao terminal do braco curto, apresentando heteromorfismo
entre os homologos (Fig. 4A). A coloragdo com CMAj; evidenciou quatro cromossomos (st-a)
com marcagdes terminais no brago curto, correspondentes aos cromossomos AgRONs e
bandas intersticiais negativas (Fig. SA). No DAPI estas regides negativas apresentaram-se
coradas (Fig. 5B).

A heterocromatina esta distribuida na regido intersticial da maioria dos cromossomos
st-a e centromérica em um par metacéntrico (Fig. 5D). Na banda-C corada com CMA; foram
observadas algumas marcag¢des nas regides centroméricas, nas RONs e bandas intersticiais
negativas (Fig. 5E); na banda-C/DAPI marcacdes nas regides centroméricas € na regiao
intersticial da maioria dos cromossomos st-a (Fig. SF).

r

O numero diploide de H. ancistroides ¢ de 68, com férmula cariotipica:
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10m+26sm+32st-a, sendo que um par apresentou um heteromorfismo de tamanho com
relacdo ao seu homologo (par 26), apresentou um NF = 104, com a presenca de constri¢ao
secundaria no primeiro par st-a, em alguns exemplares analisados. Pela impregnagdo por
nitrato de prata foram evidenciadas RONs multiplas, variando de dois a oito cromossomos (st-
a) marcados, localizadas na regido terminal do brago curto (Fig. 4B). A coloragdo com
fluorocromo GC-especifico (CMAj3) evidenciou os cromossomos AgRONs, um par st-a na
regido terminal do brago longo com heteromorfismo de tamanho e na regido pericentromérica
de um par metacéntrico (Fig. 6A). No DAPI foi evidenciado apenas auséncia de marcacio nas
RONSs (Fig. 6B).

A heterocromatina estd distribuida na regido pericentromérica do 2° par (m) do
complemento e terminal no brago longo do par 26, sendo que este par apresenta um
heteromorfismo com relagdo ao tamanho da heterocromatina (Fig. 6D). Na banda-C corada
com CMAj; os cromossomos marcados foram os portadores das RONs e a heterocromatina
(Fig. 6E); na banda-C/DAPI foi evidenciado o par metacéntrico € o par st-a que apresenta
heteromorfismo de tamanho e ndo foram observadas marcagdes nos cromossomos portadores

das RONs (Fig. 6F).

Discusséo

Os resultados obtidos no presente trabalho pela coloragdo convencional com Giemsa,
mostraram uma variacdo do numero dipléide de 2n = 68 (H. ancistroides) a 2n = 76 (H.
paulinus) e NF de 96 a 104, sendo que o niimero dipléide mais comum observado no género
esta entre 72 e 76 (Tabela 1). Segundo Artoni & Bertollo (1996) entre os rearranjos
cromossomicos, as fissdes e fusdes céntricas seriam as mais importantes durante a evolugao
desse grupo, pois de acordo com dados da literatura o género Hypostomus possui uma grande

variagdo quanto ao ntmero diploide, de 2n = 52 para H. emarginatus (Artoni & Bertollo,

62



2001) a 2n = 84 em Hypostomus sp. 2-rio Perdido (Cereali, 2006). A estrutura cariotipica de
Hypostomus pode variar entre as espécies com o mesmo numero diploéide, com a ocorréncia
de diferentes formulas cariotipicas, caracterizando-o como um grupo nao conservado no que
diz respeito ao niimero e formula cromossdmica (Artoni & Bertollo, 1996).

Com relagao a formula cariotipica pode-se perceber que os individuos que apresentam
maior niimero dipléide possuem também maior quantidade de cromossomos st-a, e vice-versa
(Tabela 1). De acordo com Oliveira & Gosztonyi (2000) os caridétipos com menor numero
diploide sdo considerados basais em Siluriformes e os caridtipos com numero dipléide maior
os mais derivados. A maioria das subfamilias de Loricariidae apresenta uma predominancia
do ntimero dipléide entre 54 e 52 cromossomos, Hypostominae € a que possui maior numero
diploide, portanto alguns autores sugerem que esta ¢ a mais derivada dentre os Siluriformes
(Alves, 2000).

Quando comparados os resultados obtidos neste trabalho com os presentes na literatura
para algumas destas espécies de Hypostominae, pode-se perceber algumas diferencas, como
no trabalho realizado por Michele et al. (1977) onde estes descrevem um numero diploide
para H. ancistroides de 68 cromossomos (10m+27sm+31st-a, para machos e
10m+28sm+30st-a, para fémeas, com diferenca no NF) sendo semelhante a formula
cariotipica observada no presente trabalho. Posteriormente em um estudo realizado no rio
Mogi Guagu por Artoni & Bertollo (1996) foi observada para H. ancistroides 2n = 68
(16m+18sm+34st-a) sem diferenca de NF entre machos e fémeas, esta diferenca também nao
foi observada neste presente trabalho, porém nao houve concordancia na férmula cariotipica e
NF = 102; outra espécie analisada pelos mesmos autores foi H. regani com 2n = 72
cromossomos (10m+20sm+42st-a), a analise desta espécie no presente trabalho apresentou
uma diferenca sutil na férmula cariotipica (10m+18sm+44st-a) e consequentemente no NF

(100). Michele et al. (1977) analisaram também H. strigaticeps e H. paulinus, o nimero
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dipléide observado foi de 74 cromossomos com NF = 86 e 104 respectivamente; comparando
com os resultados do presente trabalho, ocorreram diferengas tanto no numero diploide (2n =
72 e 76, respectivamente) quanto na férmula cariotipica entre as duas espécies analisadas.

As diferengas observadas entre os resultados apresentados neste trabalho e os da
literatura podem ser resultados de dificuldades no pareamento ou classificagdo cromossdmica,
devido ao valor da relacdio de bragos (RB) muitas vezes estar proxima aos limites
estabelecidos, ou ainda pode estar relacionado a diferenca na condensagdo relativa entre
alguns cromossomos, como citado por Feldberg & Bertollo (1985) e Margarido (1995);
podem ser resultados de rearranjos ocorridos entre as populagdes, ou até mesmo erro na
identificagdo das espécies. Segundo Reis et al. (1990) apud Zawadzki et al. (1999) o género
Hypostomus além de apresentar um grande nimero de espécies, possui uma grande variagao
intra-especifica com relagdo a morfologia e ao padrdo de pigmentagao, e muitas vezes devido
ao limitado conhecimento da distribui¢do da ictiofauna da regido Neotropical, pode resultar
na identificagdo errada de muitas espécies.

Foram observados na maioria das espécies analisadas heteromorfismo de tamanho de
RONSs entre os cromossomos homodlogos, com excegdo de H. strigaticeps. Este é um carater
bastante comum, observado também em espécies da subfamilia Hypoptopomatinae (Andreata
et al., 1994), em Loricariinae (Giuliano-Caetano, 1998) em outras espécies de Hypostominae
(Artoni & Bertollo, 1996) ¢ em outros grupos de peixes neotropicais analisados (Foresti et al.,
1981; Almeida-Toledo et al., 1985; 2000). Este heteromorfismo observado quanto ao
tamanho das RONSs, podem ser resultantes de um crossing-over desigual em um dos
cromossomos homologos, e estes por sua vez, podem ser transmitidos por heranca (Markovic

etal., 1978; Gold, 1979).
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Tabela 1: Dados citogenéticos para a/Espécie, Local de coleta, numero dipléide (2n), féormula

cromossomica, numero

fundamental

(NF) e referéncia (Ref). m = metacéntrico;

sm =

submetacéntrico; st = subtelocéntrico; a = acrocéntrico; MG = Minas Gerais; MS = Mato Grosso do
Sul; MT = Mato Grosso; SP = Sao Paulo; PR = Parana — Estados Brasileiros; *** diferentes
localidades da bacia do Paranapanema.

Espécie Local 2n NF formula Ref.
cromossomica
Hypostomus affinis Corrego Jacui (SP) 66 o4 ~ 4m 12465;1’ st
Hypostomus albopunctatus  Rio Mogi-Guagu (SP) 74 104 10m 20sm 44st-a 23
Hypostomus ancistroides o 68 macho 105 10m 27sm 31st-a 13
68 fémea 106 10m 28sm 30st-a 13
Hypostomus ancistroides Corrego(g/{)o)nj()lmho 68 102 16m 18sm 34st-a 23
Hypostomus ancistroides oAk 68 104 10m 26sm 32st-a 29
Hypostomus aff. . . *
auroguttatus Rio Mogi-Guagu (SP) 76 114 8m 30sm 38st-a 23
_ Rio Salobra ¢ Cérrego 64 macho 100 16m 20sm 28st-a 28
Hypostomus cochliodon Salobrinha (MS)
' 64 femea 97  16m 19sm27st-a 28
Hypostomus emarginatus Rio Araguaia (MT) 52 98 16m 30sm 6st 20
Hypostomus macrops — 68 92 10m 14sm 44st-a 13
Hypostomus Rio Mogi Guacu (SP)  76* 104  8m20sm48sta 29
nigromaculatus
_Hypostomus Ribeirdo Trés Bocas 76 102 6m 20sm 50st-a 29
nigromaculatus (PR)
Hypostomus Ribeirdo dos Apertados %
nigromaculatus (PR) 76 102 6m 20sm 50st-a 29
Hypostomus paulinus — 74 104 10m 20sm 44st-a 13
Hypostomus paulinus Ribeirdo Trés Bocas 76 98 6m 16sm 54st-a 29
Hypostomus plecostomus — 54 90 36m-sm 18st-a 24
Hypostomus regani Rio Mogi-Guagu (SP) T2%* 102 10m 20sm 42st-a 23
Hypostomus regani Rio Jacutinga T2x* 100 10m 18sm 44st-a 29
Hypostomus strigaticeps o 74 86 8m 4sm 62st-a 13
Hypostomus strigaticeps oAk 72 98 10m 16sm 46st-a
Hypostomus sp. A Corrego Rincao (SP) 70 102 18m 14sm 38st-a 23
Hypostomus sp. B Rio Mogi-Guagu (SP) T2%* 102 12m 18sm 42st-a 23
Hypostomus sp. B Rio Mogi-Guagu (SP) 2% 103 13m 18sm 41st-a 25
Hypostomus sp. D1 Rio Mogi-Guagu (SP) 2% 108 10m 26sm 36st-a 23
Hypostomus sp. D2 Rio Mogi-Guagu (SP) 72%* 106 14m 20sm 38st-a 23
Hypostomus sp. E Rio Mogi-Guagu (SP) 80 104 8m 16sm 56st-a 23
Hypostomus sp. F Rio S@o Francisco (MG) 76* 102 10m 16sm 50st-a 22
Hypostomus sp. F Rio Séo Francisco (MG) 75 102 10m 17sm 48st-a 25
Hypostomus sp. G Rio Araguaia (MT) 64 102 14m 24sm 26st-a 26
Hypostomus sp. G Rio Araguaia (MT) 64 103 15m 24sm 25st-a 26
Hypostomus sp .1 Corrego Quinta (SP) 64 — 24
Hypostomus sp .2 Corrego Alambari (SP) 2% — 5
Hypostomus sp. 3 Rio Paranapanema (SP) 68 — 5
Hypostomus sp. 4 Corrego Hortela (SP) 66 — 5
Hypostomus sp. 2-rio . .
Perdido NUP 4249 Rio Perdido (MS) 84 106 6m 16sm 62st-a 28
Hypostomus sp. 3-corrego  Rio Salobra e Corrego
Salobrinha NUP 4247 Salobrinha (MS) 82 102 6m l4sm 62sta 28

Referéncias: 24 — Muramoto et al. (1968) in Artoni & Bertollo (2001); 13 — Michelle et al. (1977); 22 —
Artoni (1996); 23 — Artoni & Bertollo (1996); 26 — Artoni et al., 1998; 5 — Fenerich (1998) in Kavalco et al.
(2005); 25 — Artoni & Bertollo (1999); 27 — Artoni et al. (1999); 20 — Artoni & Bertollo (2001); 9 — Kavalco et
al. (2005); 28 — Cereali (2006); 29 — Rubert (2007).
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Quanto a evolugdo das RONs em Loricariidae existem algumas hipoteses: segundo
Artoni (1996) a RON terminal ¢ um carater plesiomodrfico em Loricariidae; Oliveira &
Gosztonyi (2000) sugerem a RON terminal como um carater basal e as intersticiais como
derivadas em Siluriformes, onde os autores utilizaram como grupo externo Gymnotiformes e
Characiformes; para Alves (2000) as RONs terminais seriam derivadas na familia
Loricariidae porém basais em Siluriformes, sendo que as subfamilias Hypoptopomatinae,
Neoplecostominae e Hemipsichthiinae conservaram o fenotipo das RONs intersticiais e as
demais apresentariam divergéncia com relagdo aos fendtipos de RONs. No presente trabalho,
comexcecgdode H. paulinus, todos apresentaram RONs multiplas e localizadas terminalmente,
oque ¢ observadonamaioriados Loricariidae e namaioria dos peixes Neotropicais.

No que diz respeito a distribui¢do da heterocromatina, no presente trabalho, pode-se
perceber que, com excegdo de H. regani, que possui blocos intersticiais ¢ H. paulinus, que
apresenta um par com trés blocos intersticiais, no brago longo, todos possuem
heterocromatina distribuida terminalmente em cromossomos st-a ¢ parecem compartilhar um
mesmo par com a heterocromatina distribuida na regido pericentromérica; quanto a
composicao quimica todos possuem heterocromatinas ricas em CG e AT, com excegdo de H.
strigaticeps, que apresenta heterocromatina rica em AT.

Com relacdo ao numero dipldide, macroestrutura cariotipica e bandamento
cromossomico, o género Hypostomus tem sido caracterizado como ndo conservado, esta
diversificacao cariotipica entre as diferentes populacdes pode estar relacionados a diferentes
rearranjos cromossomicos presentes na historia evolutiva deste género (Artoni & Bertollo,
1996); e/ou pela mobilidade e tamanho do grupo, ou seja, quanto maior a mobilidade e
quantidade de individuos, mais estavel ¢ sua macroestrutura cariotipica (Oliveira et al., 1988).
Por meio de estudos de filogenia morfologica, Schaefer (1987) propds que esta diversidade

cromossOmicapode estarrelacionada com uma possivel origem polifilética dos Hypostominae.

66



16
RONs

am |0 W BN

U000 10 (R0 00 02 00 26 00 1

14 15 |16 | 177 18 19 20 21 22 23 24

st/a
00 40 00 00 00 80 0% M 0a B0 B8 As usee
25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38
. lt ER »x ¥x wma 3 s
1. 2 3 4 5 2 ——
RONs

om | AU UF B8 B8 KR 33 85 ae

6 7 8 9 10 11 12 13

5 A% OO 80 AR a0 @B A% 63 A% BR A
14 15

16 17 18 19 20 21 22 23 24 25
st/a

B0 AR QA 20 a2 AA 00 28 60 B ae
26 27 |28 29 30 31 32 33 34 35 36

Figura 1: Caridtipos corados por Giemsa ¢ RONs: A) H. paulinus; B) H. strigaticeps. Os
pares portadores das constri¢des secundarias encontram-se em destaque. No box os
cromossomos portadores das RONs.



Figura 2: Metafases de H. paulinus coradas por: A) CMAj3; B) DAPI; C) sobreposicao de
ambos; D) banda-C corada com giemsa; E) banda-C corada com CMAj;; F) banda-C
coradacom DAPI. As setas brancas a esquerda indicam as regides GC ricas, a direita os
cromossomos heterocromaticos.
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Figura 3: Metafases de H. strigaticeps coradas por: A) CMAj;; B) DAPI; C) sobreposigado de

ambos; D) banda-C corada com giemsa; E) banda-C corada com CMAj;; F) banda-C corada

com DAPI. Em A) As setas brancas indicam as RONs, B) os blocos ricas em AT, a direita as
setas brancas e pretas indicam os cromossomos heterocromaticos.
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Figura 4: Cariotipos corados por Giemsa ¢ RONs: A) H. regani; B) H. ancistroides. Em
destaque estd o par com heteromorfismo de tamanho. No box os cromossomos portadores das
RONE.



gFigura 5: Metafases de H. regani coradas por: A) CMA3;; B) DAPI; C) sobreposicdo de
ambos; D) banda-C corada com giemsa; E) banda-C com CMAj;; F) banda-C com DAPI. As
setas brancas a esquerda indicam as RONSs, a direita as setas brancas e pretas indicam os
cromossomos heterocromaticos.
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Figura 6: Metafases de H. ancistroides coradas por: A) CMA;; B) DAPI; C) sobreposi¢ao de
ambos; D) banda-C corada com giemsa; E) banda-C com CMAj;; F) banda-C com DAPI. As
setas brancas a esquerda indicam as regides ricas em GC, a direita as setas brancas e pretas
indicam os cromossomos heterocromaticos.
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Resumo

As heterocromatinas sdo regides altamente repetitivas muito condensadas por isso ndo sao
transcritas. Alguns grupos de peixes como Hypostomus apresentam grande variabilidade com
relacdo a distribuicdo da heterocromatina, tendo relagdo com a evolu¢dao microestrutural.
Foram analisados exemplares de Hypostomus strigaticeps coletados no ribeirdo Trés Bocas e
rio Jacutinga, afluentes do rio Tibagi/PR, submetidos ao estudo citogenético por meio da
coloracdo convencional (Giemsa) e bandamento-C. Na analise por Giemsa foi observado 2n =
72, com férmula cariotipica: 10m+16sm+46st-a para todos os exemplares. A heterocromatina
estd distribuida na regido pericentromérica de um par de cromossomos metacéntricos, com a
presenga de blocos grandes variando de quatro a seis cromossomos (st-a) no brago longo,
sendo observado, aos pares ou sem seu homologo, apresentando um polimorfismo intra e
inter-populacional com relagcdo ao padrao de distribuicdo da heterocromatina. Os resultados
obtidos reforgam a importancia dos estudos citogenéticos para uma melhor compreensiao da
evolucdo tanto do género Hypostomus quanto da familia Loricariidae.

Abbreviations: NF: nimero fundamental, m: metacéntricos, Sm: submetacéntricos, St-a:
subtelocéntricos-acrocéntricos, RONS: regides organizadoras de nucléolo.



Introducéo

As heterocromatinas sdo regides do DNA que possuem seqiiéncias altamente
repetitivas, que estdo inativas durante o desenvolvimento e que podem permanecer inativas
por muitas divisoes celulares. Estdo geralmente associadas as RONs, centromeros, telomeros
e as vezes em regides intersticiais de alguns cromossomos (Morelli, 1998).

Os primeiros estudos realizados revelavam que estas regides ndo desempenhavam

o~

nenhuma fungdo, mas trabalhos posteriores demonstraram que a heterocromatina
responsavel por varios efeitos, como por exemplo, o pareamento ectopico, ou o
comportamento do centrdmero durante a divisdo celular (John, 1988).

A técnica para evidenciar as regides heterocromaticas dos cromossomos utiliza o
tratamento com acido seguido por uma de solucao alcalina, sendo posteriormente tratada com
solugdo salina (Sumner, 1972). O que ocorre na verdade ¢ que a regido eucromatica ¢ uma
regido menos condensada, ao contrario da heterocromatina, entdo ambas reagem de maneira
diferente ao tratamento, proporcionando a “remog¢ao” da eucromatina ¢ o bandamento da
regido heterocromatica (Jack et al., 1985). Sumner (1990) acredita que a presenca de
proteinas nao histonicas possa ser a responsavel pela protecdo da heterocromatina durante o
ataque dos reagentes, tornando a extracdo do DNA heterocromatico mais lento do que o
eucromatico.

A heterocromatina geralmente estd distribuida na mesma posi¢do em cada cromossomo
de um determinado caridtipo. Esta distribui¢do equilocal se deve a fungdo desempenhada pela
heterocromatina no comportamento dos cromossomos durante a divisdo celular (Guerra,
1988).

Os primeiros estudos de regides heterocromaticas em peixes que utilizou a técnica de
banda-C foram com duas espécies de Salmonidae, realizado por Abe & Muramoto (1974). A

técnica também pode ser utilizada para identificacdo de cromossomos sexuais e
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polimorfismos cromossémicos (Almeida-Toledo, 1994) os quais, podem ser muito
importantes para a diferenciacdo de espécies (Oliveira et al., 1992).
Neste presente trabalho foi analisado o padrao de distribuicdo da heterocromatina em

H. strigaticeps provenientes de dois afluentes do rio Tibagi/PR.

Material e Métodos
Foram analisados citogeneticamente 62 exemplares de Hypostomus strigaticeps (Regan,
1908) provenientes do: ribeirdo Trés Bocas e rio Jacutinga, ambos afluentes do rio Tibagi/PR.
Os cromossomos mitdticos foram obtidos de células renais de acordo com a técnica de
Bertollo, Takahashi & Moreira-Filho (1978). Os cromossomos foram classificados de acordo
com a relagdo dos bragos segundo Levan, Fredga & Sandberg (1964), com modificagdes. Para
determinagdo do padrdo de distribui¢do da heterocromatina, foi utilizado bandamento C

(Sumner, 1972).

Resultados

Os estudos citogenéticos realizados nos exemplares de H. strigaticeps revelaram
numero dipléide de 72 cromossomos, com formula cariotipica: 10m+16sm-+46st-a ¢ NF = 98,
para todas as populacdes analisadas (Fig. 1).

Quanto ao padrao de distribuicdo da heterocromatina foi observado um polimorfismo
intra e inter-populacional. Todos os exemplares apresentaram em comum a presenca de
heterocromatina na regido pericentromérica de um par metacéntrico, correspondente ao par 3
do complemento (Fig. 2a e b), sendo observada uma variagdo de quatro a oito cromossomos

marcados na regido terminal no brago longo, com blocos grandes, correspondentes ao par 18,



28,29 e 31, podendo apresentar ou ndo seus homoélogos marcados (Fig. 2a e b). Para alguns
exemplares foi observada uma banda intersticial no cromossomo 33, podendo apresentar ou
nao seu homoélogo com a banda heterocromatica, evidenciada nas populacdes do ribeirdo Trés
Bocas e rio Jacutinga; nas regides teloméricas de um cromossomo da posic¢ao 4 foi observado
um heteromorfismo de tamanho com relagcdo ao seu homdlogo, nas duas populagdes, € no
cromossomo de posicdo 13 a marcagdo ¢ bitelomérica e s6 ocorreu na populagdo do Trés

Bocas (Fig. 2a).

Discusséo

O polimorfismo apresentado neste trabalho foi observado nas duas populacdes
analisadas, e estes apresentaram uma variabilidade tanto inter-individual quanto inter-
populacional. Foi observado que o par 3, com heterocromatina na regido pericentromérica, ¢
conservado em todos os individuos analisados e aparece também em outras espécies de
Hypostomus como: H. paulinus, H. nigromaculatus e H. ancistroides (Rubert, 2007),
sugerindo que estes cromossomos teriam a mesma origem e estariam conservados dentro
deste grupo.

O cromossomo com bloco grande correspondente ao par 18 do complemento em H.
strigaticeps, foi também observado em outras espécies do género como: H. affinis (Kavalco et
al, 2004) correspondente ao par 21 do complemento, em H. cochliodon esta banda esta
localizada no par 20, com heteromorfismo de tamanho nos machos (Cereali, 2006) e H.
ancistroides localizado no par 26 (Rubert, 2007), no entanto em H. strigaticeps esta
heterocromatina ¢ rica em AT e nas demais espécies ela ¢ CMA3" (Rubert, 2007).

Este polimorfismo inter-individual com relagdo a distribuicdo da heterocromatina entre

0s cromossomos homodlogos ndo ¢ um caso isolado sendo observado também em duas
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populagdes de Astyanax scabripinnis coletados nos rios: Marrecas (Londrina) e Centenario
(Maringa) por Mantovani et al. (2000).

De acordo com Ohno (1970) a instabilidade da heterocromatina pode ser resultado de
uma duplicacdo do segmento heterocromatico, por um crossing-over desigual ou uma
translocagdo ndo-reciproca, dando origem entdo a dois tipos de gametas com diferentes
quantidades de cromatina.

Outra hipotese ¢ o fendmeno de distribuicdo equilocal da banda-C, descrita por
Schweizer & Loidl (1987) onde a troca entre segmentos cromossomicos ¢ de acordo com a
proximidade destes, podendo ocorrer no nicleo mitotico, pela polarizagdo de Rabl, que se
inicia durante a anafase, onde os telomeros ocupam o mesmo espago ¢ esta organizagao
permanece até a proxima interfase; ou segundo os mesmos autores, pela polarizacdo de
bouquet, no nucleo meiodtico, onde estes ocupam o mesmo dominio no nucleo, possibilitando
em ambas as situagdes a troca de segmentos entre cromossomos homologos e/ou nao-
homologos.

De acordo com Guerra (2000) a equidistribui¢do da heterocromatina somente ¢
facilitada por estes tipos de organizacdo e ndo determinada pelas mesmas; para o autor a
similaridade funcional ou estrutural podem tornar cada regido cromossdmica receptiva ou nao
a amplifica¢do ou recepcao de alguma seqii€ncia de DNA.

Dentro do nucleo interfasico os telomeros desempenham um papel de organizagdo dos
Cromossomos, pois estes se encontram na maioria das espécies, presos por determinadas
regides da cromatina & membrana nuclear e ndo soltos dentro do nucleo, este contato com a
membrana é promovido pelos mesmos; foi observado que o pareamento entre os homologos
durante a meiose ¢ iniciado nas extremidades que estdo ligadas & membrana nuclear, ou seja,
os telomeros também apresentam uma grande importancia quanto ao pareamento durante a

divisdo celular (Guerra, 1988).
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Como observado neste trabalho o polimorfismo ocorre entre os cromossomos que
apresentam heterocromatina localizada na regido terminal, levando em consideragdo o papel
funcional dos teldomeros, exposto acima, provavelmente sua disposi¢cdo no nucleo interfasico
facilita a troca entre os homologos, ndo necessariamente de forma reciproca, que transmitido
aos gametas, fixa a alteragdo.

A diferenca na distribuicdo de heterocromatina observada neste trabalho e sua
localizagdo nas regides teloméricas sugerem que pode ter ocorrido um mecanismo de
dispersdo por sucessivas translocagdes. Segundo Souza et al. (2001) a presenca de
heterocromatina nas regides teloméricas e centroméricas facilita sua troca com outros
cromossomos ndo-homologos, e podendo ocorrer posteriormente sua amplificagao.

A diversificagdo do padrio de distribuicdo da heterocromatina é possibilitada pela
recombinagdo meidtica, ou seja, pelo crossing-over entre diferentes segmentos de
cromossomos C-bandados (Kayano, 1972 apud Schweizer & Loidl,1987).

Nao pode ser descartada também a hipotese da origem ocasional da heterocromatina por
replicagdo espontanea saltatoria de qualquer seqiiéncia de DNA (Schweizer & Loidl,1987).

Quando observa-se o cromossomo do par 4, o qual apresenta uma amplificacdo da
heterocromatina em um dos cromossomos, ¢ o 13, que ¢ bitelomérico, que s6 ocorre em um
exemplar do ribeirdo Trés Bocas, podemos sugerir que sdo eventos recente.

Existem individuos que apresentam blocos de heterocromatina em homozigose (presente
nos homologos) e individuos que apresentam blocos em heterozigose (presente apenas em um
dos cromossomos) ou ausente. Estes individuos heterozigotos, que apresentam variabilidade
de heterocromatina, foram se cruzando ao longo do tempo, dando origem aos individuos
homozigotos. Observando a Figura 2a pode ser verificado que a populagao do ribeirdo Trés
Bocas apresenta muitos cromossomos em homozigose e que na Figura 2b, que representam

\

individuos do rio Jacutinga, talvez esse processo seja ainda inicial devido a presenga em
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maior quantidade de heterozigose e talvez seja mais recente que do ribeirdo Trés Bocas. Por
outro lado, o par 33 encontra-se mais difundido no rio Jacutinga que na populacao do ribeirao
Trés Bocas, sugerindo que a sua origem possa ter ocorrido em individuos da populagio do rio
Jacutinga e estdo sendo dispersos para outras populagdes, ja que esta apresenta um maior
nimero em homozigose. Quanto a localizagdo da heterocromatina esta se encontra na regiao
intersticial deste par, diferindo da condi¢dao mais frequente, que € terminal.

O género Hypostomus apresenta uma grande variabilidade em relagcdo a
distribuicdo da heterocromatina e dentre as espécies ja descritas na literatura, Hypostomus
strigaticeps ¢ o que apresentou uma maior variabilidade, indicando que esta espécie esta ainda
em processo de diferenciacdo. E os dados obtidos corroboram com Artoni & Bertollo (1999),

que sugerem que 0 grupo apresenta uma evolugdo cromossomica microestrutural divergente.

86



st/a

00 AL 00 40 a8 48 28 2 s Be

14

26

00 A AR 8A 84 AR AL A8 sr aa
34

B6 85 A0 52 58 ma 28 an
11

12 =13

I 16 7 18 19 2 A X 23

27 28 29 30 31 32 33

Figura 1. Cariotipo de H. strigaticeps corados por Giemsa.

»
(»

&

4
25

87



m sm st/a

Nﬂ
2774 L l e TR
3 4 13 18 28 29 31 33
2776 s F'3 8 ¢ s 2
3 4 13 18 28 29 31 33
=301 xs 8 Ax 25 s
a 3 4 13 18 28 29 31 33
2802 b &8 Ju Al & “h
3 4 13 18 28 29 31 33
2992 " 8
3 4 13 18 28 29 31 33
3018 we @ 46 an ae
3 4 13 18 28 29 31 33
m sim st/a
No
2928 o 00 & 32 s2a w»
| 4 13 18 28 29 31 33
2930 aw . .‘ n 6
3 4 13 18 28 29 31 33
b 3232 is “ .. AN AL
3 4 13 18 28 29 31 33
3233 T f a0
3 13 18 28 29 31 33
3234 T . 6 a as
3 4 13 18 28 29 3] 33
o = J " 8 »
3 4 13 18 28 29 31 33

Figura 2. Polimorfismo intra e inter-populacional do padrdo de distribui¢do da heterocromatina. a)
populagdo ribeirdo Trés Bocas; b) populagdo rio Jacutinga.



&9

Referéncias Bibliograficas

Abe, S. & J. Muramoto, 1974. Differential staining of chromosomes of two salmmonid
species, Salvelinus leucomaenis (Pallis) and Salvelinus malma (Walbaum). Proc. Japan.

Acad. 501: 507-511,

Almeida-Toledo, L. F. 1994. Técnicas de bandeamento na andlise citogenética de peixes. In:
SIMPOSIO DE CITOGENETICA EVOLUTIVA E APLICADA DE PEIXES
NEOTROPICALIS. 5, Botucatu. Programas e resumos. Botucatu: Instituto de Biociéncias -

Unesp,1994. p.74-77.

Artoni, R.F. & L.A.C. Bertollo, 1999. Nature and distribution of constitutive heterochromatin

in fishes, genus Hypostomus (Loricariidae). Genetica 106: 209-214.

Bertollo, L.A.C., C.S. Takahashi & O. Moreira-Filho, 1978. Cytotaxonomic considerations on

Hoplias lacerdae (Pisces, Erythrinida). Braz. J. Genet. I: 103-120.

Cereall, S. S. Estudos citogenéticos de Loricariidae (Siluriforme) do Planalto da Bodoquena —
Mato Grosso do Sul. Dissertagdo de Mestrado. Universidade Estadual de Londrina,

Londrina, PR. 99p. 2006.

Guerra, M. Introducdo a Citogenética Geral. Ed Guanabara S.A. Rio de Janeiro, RJ. 1988.

133p.

Guerra, M, 2000. Patterns of heterochromatin distribution in plant chromosomes. Genetics

and Molecular Biology 23 (4): 1029-1041.



Jack, E. M., C. J. Harrison, T. D. Allen & R. Harris, 1985. The structural basis for c-banding:

a scanning electron microscopy study. Chromosoma 91: 363-368.

John, B. Then biology of heterochromatin. In: Verma, R. S. (ED.) Heterochromatin:
molecular and structural aspects. Cambridge: Cambridge University Press. 1988. Cap. 1,

p.1-128.

Kavalco, K.F., R. Pazza, L.A.C. Bertollo & O. Moreira-Filho, 2004. Gene mapping of 5 S
rDNA in eight fish species from the Paraiba do Sul river basin, Brazil. Cytogenet.

Genome Res 106: 107-110.

Levan, A., K. Fredga & A.A. Sandberg, 1964. Nomenclature for centromeric position on

chromosomes. Hereditas 52: 201-220.

Mantovani, M., L.D.S. Abel, C.A. Mestriner & O. Moreira-Filho, 2000. Accentuated
polymorphism of heterochromatin and nucleolar organizer regions in Astyanax

scabripinnis (Pisces, Characidae): tools for understanding karyotypic evolution. Genetica

109: 161-168.

Morelli, S. Citogenética evolutiva em espécies do género Hoplias, grupo lacerdae.
Macroestrutura cariotipica, heterocromatina e regides organizadoras de nucléolo. 1998.

76p. Tese de Doutorado, Universidade Federal de Sao Carlos. Sao Carlos.

Ohno, S, 1970. The enormous diversity in genomes sizes of fish as a reflection of nature’s

extensive experiments with gene duplication. Trans Am Fish Soc 99: 120-130.

90



Oliveira, C.; Almeida-Toledo, L. F.; Foresti, F.; Toledo-Filho, S. Analise da distribuicao da
heterocromatina constitutiva em Salminus maxillosus (dourado) e Salminus hilarii
(tabarana). In: SIMPOSIO DE CITOGENETICA EVOLUTIVA E APLICADA DE
PEIXES NEOTROPICAIS. 4, 1992, Rio de Janeiro. Programas e Resumos. Rio de

Janeiro: Departamento de Ciéncias Biologicas, 1992. p.27.

Souza, I. L., J. Galian, P. De La Rua, L.A.C. Bertollo & O. Moreira-Filho, 2001. Non-random
distribution of the GC-rich heterochromatin and nucleolar rDNA sites on Astyanax

scabripinnis chromosomes. Cytologia 66: 85-91.

Sumner, A. T., 1972. A simple technique for demonstrating centromeric heterochromatin.

Experimental Cell Research 75: 304-306.

Sumner, A. T. Chromosome banding. 1 ed. London: Academic Division of Unwin Hyman

Ltd. 40-58, 1990.

91



CONSIDERACOES FINAIS

1. As espécies analisadas apresentam nimero dipléide que variou de 68 a 76 cromossomos.

2. Quanto a férmula cariotipica foi observado que quanto menor o numero dipldide maior

a quantidade de cromossomos m-sm, € vice-versa.

3. Havariagfo inter populacional de NF com relacdo a H. ancistroides, H. strigaticeps e H.

nigromaculatus ;

4.  Com excegdo de H. paulinus, todas as espécies apresentaram RONs multiplas. Os
resultados obtidos com CMAj;, mostraram marcagdes correspondentes aos Cromossomos
AgRONs, em H. paulinus foi observado um par de cromossomos com heterocromatina
segmentada; em H. strigaticeps na regido centromérica da maioria dos cromossomos ¢ H.
nigromaculatus (ribeirdo Trés Bocas e Apertados) na regido centromérica de dois pares m-

Sm.

5. H.paulinus e H. regani sdo caracterizadas pelo padrdo de heterocromatina;

6. H. strigaticeps apresentou uma maior variabilidade de heterocromatina, sugerindo que

esta organizagao esta ainda em diferenciacao.

7. Os dados citogenéticos observados para as diferentes populagdes de H. nigromaculatus
(rio Mogi Guagu-localidade tipo e ribeirdo Trés Bocas/Apertados) sugerem que se tratam de
espécies diferentes;

8. A localizagdo dos sitios de DNAr e a distribuicdo da heterocromatina possuem um

importante papel na diversificagdo cromossdmica do género Hypostomus.
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