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RESUMO

O presente trabalho apresenta dados citogenéticos obtidos em 29 exemplares de Rhamdia
quelen de cinco diferentes localidades: Rio Agua dos Patos, lepé/SP, Rio Agua das Pedras,
Londrina/PR, Rio Taquari, Jataizinho/PR, Planalto da Bodoquena/MS e uma Piscicultura
localizada em Timbd6/SC. Todos os individuos apresentaram 2n = 58, formula cariotipica de
36 m +16 sm + 6 st e NF = 116. Em 26 exemplares foi observada a presenca de 1 a 2
cromossomos B de tamanho meédio, com variagéo tanto inter quanto intraindividual. A banda
C revelou estes cromossomos, totalmente heterocromaticos em exemplares dos rios Agua dos
Patos, Agua das Pedras e Taquari, parcialmente heterocromaticos nos exemplares da
Piscicultura e eucromaticos nos individuos do Planalto da Bodoquena. A NOR foi detectada
na regifo terminal do braco curto do par 28 (st) em exemplares de Agua dos Patos, Agua das
Pedras e Piscicultura, sendo coincidentes com a constricdo secundaria; nos individuos do Rio
Taquari a NOR localizou-se no par 23 (sm), apresentando heteromorfismo entre o0s
cromossomos homdlogos, e nos exemplares da Bodoquena, no par 20 (sm). A banda C
revelou a NOR heterocromatica em todos os exemplares, sendo que para 0s cromossomos do
complemento normal em Agua dos Patos, Agua das Pedras, rio Taquari e Piscicultura foram
visualizadas heterocromatina nas regides terminais de um ou ambos 0s bracos
cromossémicos; na populacdo do Planalto da Bodoquena, além destas marcacGes, observou-se
o par 2(m) com trés marcacOes heterocromaticas, sendo duas terminais e uma
pericentromérica, sendo muito mais evidente em um dos cromossomos homélogos. A
hibridacdo in situ com sonda de DNAr 18S foi realizada nos exemplares da piscicultura,
sendo confirmado um par de cromossomos (par 28) portador de cistrons ribossémicos. O
tratamento com o fluorocromo CMA; revelou apenas a NOR rica em pares GC e o DAPI nédo
apresentou nenhuma marcacdo, em todas as populacbes de R. quelen. A associacdo de
BC+CMA; apresentou resultado igual ao do tratamento simples com CMA;. BC+DAPI foi
realizado satisfatoriamente em 3 populacdes, Agua das Pedras, Agua dos Patos e Bodoquena
sendo observados alguns cromossomos com marcacgdes fluorescentes, no entanto nesta Gltima
localidade, ficou evidenciado um cromossomo muito mais fluorescente que os demais,
provavelmente o cromossomo 2(m), indicando que nestas populagfes a heterocromatina
apresenta algumas regides ricas em AT. Os dados apresentados mostram uma evolucdo
cariotipica mais conservativa no género Rhamdia, revelando algumas caracteristicas préprias
na populacédo do Planalto da Bodoquena/MS.

Palavras-chave: Rhamdia quelen. Cromossomos B. NOR. BC. Fluorocromos. FISH,
Evolucéo cariotipica.
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populacbes de Rhamdia quelen (Siluriformes, Heptapteridae). 2007. 84p. Dissertation
(Master’s degree in Genetics and Molecular Biology) — Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, 2007.

ABSTRACT

This study presents cytogenetic findings in 29 specimens of Rhamdia quelen from five
different localities: Agua dos Patos river, lepé/SP, Agua das Pedras river, Londrina/PR,
Taquari river, Jataizinho/PR, Plateau of Bodoquena/MS and a fish culture located in
Timb6/SC. All the individuals presented 2n = 58, caryotype formulae of 36m + 16sm + 6st
and FN = 116. In 26 individuals was observed 1-2 medium size B chromosome with inter as
well as intraindividual variation. C banding showed this chromosome completely
heterochromatic in specimens from Agua dos Patos, Agua das Pedras and Taquari river,
partially heterochromatic in the specimens from the fish culture and euchromatic in the
individuals of Plateau of Bodoguena. NOR was observed in the terminal region of the short
arm in the pair 28 (st) in the specimens from Agua dos Patos, Agua das Pedras and fish
culture, that was coincident with secondary constriction; in the individuals from Taquari river
the NOR was in the pair 23(sm), showing heteromorphism between the homologues
chromosomes; in the specimens from the Plateau of Bodoquena, in the pair 20 (sm). C
banding showed the NOR heterochromatic in all specimens, the other chromosomes of Agua
dos Patos, Agua das Pedras, Taquari river and fish culture presented heterochromatin in
terminal region of one or both chromosome arms; in the population from Plateau of
Bodoquena, father of this marks, showed 3 heterochromatics marks on pair 2 (m), which was
2 terminals and one pericentromeric, while was more evident in one of the chromosomes
homologues. The hybridization in situ with 18S DNAr probe was realized in the individuals
from the fish culture, confirming one pair of chromosomes (pair 28) bearing the ribosome
cistrons. CMA; staining showed only the NOR rich in pairs GC and DAPI staining didn't
show any marks in all Rhamdia quelen populations. The association of CB+ CMA; presented
the same result of the simple staining with CMA;. CB+DAPI gave good result in three
populations: Agua dos Patos, Agua das Pedras and Bodoquena, where was seen some
chromosomes with fluorescent marks, however in the last one, was seen one chromosome
more fluorescent than the others, probably the chromosome 2 (m), indicating that in these
populations the heterochromatin shows some regions rich in AT. These results reveals some
personal characters in the Plateau of Bodoquena/MS population.

Keywords: Rhamdia quelen. B chromosome. NOR. CB. Fluorochromes. FISH. Karyotipic
evolution.
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1 INTRODUCAO

1.1 AFAMILIA HEPTAPTERIDAE

1.1.1 Aspectos Gerais

A familia Heptapteridae, pertencente a ordem Siluriformes, é constituida por
um grupo de peixes de couro de pequeno a médio porte e, até recentemente, era considerada
uma subfamilia de Pimelodidae, tendo sido classificada como Rhamdiidae por Pinna, em
1993 e agora como familia Heptapteridae por Bockmann e Guazzelli (2003).

Esta familia € composta por 26 géneros: Acentronichthys, Brachyglanis,
Brachyrhamdia, Cetopsorhamdia, Chasmocranus, Gladioglanis, Goeldiella, Heptapterus,
Horiomyzon, Imparales, Imparfinis, Leptorhamdia, Mastiglanis, Medemichthys, Myoglanis,
Nannoglanis, Nemuroglanis, Pariolius, Phenacorhamdia, Phreatobius, Pimelodella,
Rhamdella, Rhamdia, Rhamdioglanis, Rhamdiopsis e Taunayia, sendo estes constituidos por
cerca de 186 espécies, das quais 52 ainda ndo foram descritas (BOCKMANN; GUAZELLLI,
2003).

Os heptapterideos sdo peixes endémicos dos Neotrdpicos, possuindo uma
ampla distribuicdo em cursos d'agua da América Central e do Sul, sendo varios representantes
de localidades especificas em dareas de endemismo ictiolégico ja reconhecidas
(BOCKMANN; GUAZELLLI, 2003).

As principais caracteristicas anatdmicas dos individuos que integram esta
familia sdo: corpo alongado recoberto por pele espessa e lisa ausente de escamas; canais
laterosensoriais cutdneos simples; narinas bem separadas e sem barbilhdes; trés pares de
barbilhdes (maxilar, mentorial interno e externo); nadadeira adiposa sempre presente e bem
desenvolvida; nadadeira caudal profundamente bifurcada, entalhada, arredondada ou
lanceolada; nadadeira dorsal bem desenvolvida, podendo ou ndo apresentar aculeos; os olhos
podem ser grandes ou pequenos, localizados preferencialmente em regido anterior e possuem
boca terminal (BOCKMANN; GUAZELLI, 2003; BURGESS,1989).

A familia Heptapteridae inclui espécies de pequeno porte, tendo alguns de

seus géneros, como Pimelodella e Rhamdia, entre os siluriformes mais comuns de agua doce
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da América do Sul. Os exemplares adultos raramente ultrapassam o tamanho de 20cm
(espécies de Goeldiella, Heptapterus, Pimelodella, Rhamdia, Rhamdioglanis), sendo que
cerca de 60% das espécies consideradas tem um comprimento médio de 10 cm. Algumas
espécies de heptapteridios foram incluidas na lista de peixes em miniatura por possuirem de 2
a 2,6 cm, como por exemplo, Horiomyzon retropinnatus, Gladioglanis, Imparales
(WEITZMAN; VARI, 1998 apud BOCKMANN; GUAZELLI, 2003).

Ecologicamente, os heptapteridios ndo diferem da maioria dos Siluriformes.
Vivem no fundo de rios pequenos e médios, principalmente em riachos, podendo ser
encontrados em aguas claras e escuras, frias e moderadas, em profundidades média e pequena.
A maioria possui habitos noturnos (cf COSTA, 1987; CARAMASCHI, 1991; CASATTI;
CASTRO, 1998 apud BOCKMANN; GUAZZELI, 2001), tendem a ser solitarios ou em
pequenos grupos de até 10 individuos. Dimorfismo sexual estd ausente ou escassamente
desenvolvido, pois os juvenis da maioria das espécies sdo réplicas em miniatura dos adultos.
Devido ao tamanho pequeno da maioria das suas espécies, a familia Heptapteridae possui
pequena importancia comercial em pesqueiros e no comércio em geral. Espécies de
Pimelodella e Brachyrhamdia sdo apreciadas como peixes ornamentais (BOCKMANN;
GUAZZELLLI, 2003).

1.1.2 Aspectos Citogeneticos

Os primeiros estudos citogenéticos realizados nesta familia datam de 1976,
guando Toledo e Ferrari analisaram peixes pertencentes aos géneros Pimelodella e Rhamdia,
que até entdo eram incluidos na familia Pimelodidae. A partir dai, varios estudos tém sido
desenvolvidos, entretanto, dos 26 géneros da familia Heptapteridae existem dados cariotipicos
apenas em 7, a saber: Cetopsorhamdia, Heptapterus, Imparfinis, Pariolius, Pimelodella,
Rhamdella e Rhamdia (Tabela 1).

O numero dipldide varia de 2n = 42 cromossomos em Pariolius hollandi
(ROMAN; MARGARIDO, 2002) a 2n = 58 cromossomos em Rhamdia (GUILHERME,
2005), desconsiderando-se os cromossomos B, que sdo caracteristicos deste Ultimo género.
Descrigdes de triploidia para trés espécies do género Rhamdia, também ja foram relatadas por
Roman e Margarido (2002), Garcia et al.(2003) e Tsuda (2005), evidenciando uma

variabilidade cariotipica ainda maior para esta familia.
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O cariotipo das espécies pertencentes a familia Heptapteridae ¢ formado
principalmente por pares de cromossomos dos tipos metacéntricos e submetacéntricos,
ocorrendo em menor quantidade cromossomos dos tipos subtelocéntricos e acrocéntricos,
(Tabela 1), mantendo um elevado nimero fundamental, maior que 80, como em Imparfinis
minutus (GARCIA; ALMEIDA TOLEDO, 2006b) com NF = 116, Pimelodella aff.
avanhandavae (SWARCA et al., 2003b) com NF = 104, entre outros.

Em relacdo a presenca de cromossomos sexuais neste grupo de peixes, um
caso foi descrito por Dias e Foresti (1993) para a populacdo de Pimelodella sp. proveniente do
Rio Mogi Guagu/SP, onde foi evidenciado um possivel sistema cromossémico sexual do tipo
XXIXY. Mais recentemente, Garcia e Almeida-Toledo (2006a) analisando uma populacéo de
Pimelodella boshimai de Araras/SP, encontraram um possivel sistema cromossémico sexual
maltiplo, do tipo X3 X1 X2X2/X1Y1 XY 2. Portanto, estes sdo 0s Unicos relatos da ocorréncia de
cromossomos sexuais na familia Heptapteridae.

A regido organizadora de nucléolos (NOR) dos heptapterideos, geralmente
apresenta padrdo simples, ou seja, apenas um par cromossomico nucleolar. Nos géneros
Pariolius, Pimelodella e Rhamdia a NOR foi observada em regido terminal do brago curto
(Tabela 1), podendo ocorrer variagdo do tipo cromossomico. Exemplo disto pode ser
observado em Pariolius holandi, onde a NOR é observada na regido terminal do bracgo curto
de um par submetacéntrico (ROMAN; MARGARIDO, 2002), em espécies do género
Pimelodella estas regides ocorrem na por¢cdo terminal do brago curto de um par
cromossomico metacéntrico em P. aff. avanhandavae (SWARCA et al, 2003b), de um par
submetacéntrico em P. boshimai (GARCIA; ALMEIDA-TOLEDO, 2006a) e em um par
subtelocéntrico em P. avanhandavae (VISSOTTO et al., 1999). Variabilidade semelhante
ocorre entre as espécies do género Rhamdia (Tabela 1)

Em espécies dos géneros Cetopsorhamdia, Imparfinis e Rhamdella, as
regides organizadoras de nucléolo foram observadas em posicéo intersticial (Tabela 1), tendo
sido visualizadas no braco longo de diferentes tipos cromossdmicos. Por exemplo, em
Cetopsorhamdia a NOR intersticial j& foi evidenciada em cromossomos submetacéntricos
(VISSOTTO et al., 1999), subtelocéntricos e metacéntricos (FENOCCHIO et al., 2003). Em
Imparfinis também houve variacdo no tipo cromossdmico da NOR, sendo localizada em
cromossomos acrocéntricos e subtelocéntricos (VISSOTTO et al., 2002; FENOCCHIO et al.,
2003), bem como em metacéntricos (VISSOTTO et al., 2002; GARCIA; ALMEIDA-
TOLEDO, 2006b). A unica descricdo para Rhamdella microcephalia (FONSECA et al., 2003)

evidenciou a NOR na regido intersticial do brago longo de um par metacéntrico.
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Ha também relatos de NORs multiplas em Heptapterus longicauda
(VISSOTTO et al.,, 1999) e em duas espécies do género Rhamdia (ABUCARMA,
MARTINS-SANTOS, 2001) (tabela 1).

Heteromorfisimo de tamanho da NOR entre os cromossomos homologos foi
observado em algumas espécies: Pimelodella sp2 (VASCONCELOS; MARTINS-SANTOS,
2000), Pimelodella aff. avanhandavae (SWARCA et al., 2003), Pimelodella meeki
(VIDOTTO et al., 2004), Imparfinis cf. piperatus e Imparfinis piperatus (VISSOTTO et al.,
2002), Imparfinis schubarti (STOLF et al., 2004) e Rhamdella microcephala (FONSECA et
al., 2003).

Ha poucos dados em relacdo a técnica hibridacdo in situ fluorescéncia
(FISH) com sonda de DNAr 18S, sendo restritos a apenas duas espécies do género Rhamdia e
para a espécie de Imparfinis schubarti (STOLF et al., 2004), onde a regido organizadora de
nucléolos foi visualizada coincidente com a observada no tratamento com nitrato de prata.
Além desta coincidéncia com a AgNOR, esta técnica possibilitou a verificagdo do tamanho
dos cistrons ribossémicos, revelando que o heteromorfismo visualizado entre os homologos
era apenas funcional.

A heterocromatina nesta familia apresenta-se pouco abundante,
restringindo-se a pequenos blocos localizados, na maioria das espécies estudadas, nas regides
terminais e/ou centroméricas (Tabela 1).Uma caracteristica interessante em relacdo a
heterocromatina nesta familia é o fato de que, em algumas espécies como Pimelodella aff.
avanhandavae (SWARCA et al., 2003) e Rhamdella microcephala (FONSECA et al., 2003),
a regido organizadora de nucléolo ¢é banda C positiva.

O tratamento com o fluorocromo cromomicina Az (CMA3) tem sido
amplamente utilizado. As andlises feitas em Pimelodella aff. avanhandavae (SWARCA et
al.,2003), Pimelodella meeki (VIDOTTO et al., 2004), Rhamdella microcephala (FONSECA
et al., 2003) e espécies do género Rhamdia (GARCIA et al., 2003; FENOCCHIO et al., 2003;
STIVARI; MARTINS-SANTQOS, 2004; entre outros) revelaram a regido organizadora de
nucléolo CMA;", indicando que estas regides sio ricas em pares de base G-C. Em Imparfinis
schubarti (STOLF et al., 2004) o tratamento revelou marcacdes fluorescentes correspondentes
a NOR e também em outros cromossomos, revelando um padrdo parecido com o da banda C.

Na familia Heptapteridae também tem sido observada a presenca de
Cromossomos supranumerarios ou Bs, encontrados principalmente nas espécies de Rhamdia,
entretanto uma possivel ocorréncia de cromossomo supranumerario em Pimelodella kronei foi

descrita por Almeida-Toledo et al., em 1992.
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A tabela, a seguir, apresenta um levantamento dos dados citogenéticos de
2n, férmula cariotipica, NF (nimero fundamental), NOR e BC (banda C) das espécies dos 7

géneros analisados da familia Heptapteridae.



Tabela 1 — Dados Citogenéticos para a Familia Heptapteridae
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Formmula
Cénero/Espécie Localidade In Cariotipica NE NOR BC Beferancia
Cetopsorhamdia
B ] E. Capivara'SP e L - - lparsm, bl  Centromsncase Vissotto et
C. iherings Fardo/ 5P = R — intersiictal telomericas al, 1999
C iheringi F. 530 Franciseo MG 58 22m + 16zm + 10st ] 1 par st, bL ] Fenocchio et
) o= a B das Mamecas PR " +10a intersiictal al., 2003z
- 22m = 16sm + 10st 1 par m, b, Fenocchio et
C.%. e = +10a ) intersticial ) al., 20032
Heptapteris
lparm bece  Centromeénca, —_
H. longicauda Eb. Cruinta/SP 52 20 + 26 = dst 106 1parsthe interticial 1]‘;;‘;;‘
termunal telomerica s
Imparfinis
i . 1 parm b, Ceu.uutén::!:.e C—a::L.a. e
1 miinunis Cunha5P 58 42m + 125m = 45t 116 stersticial percenToman- Almedda-
o cas Toledo, 2006
o o . _ 1 parm b, Centromeéricas e ‘C-a::L_a_ [
L mivini Pilar do Sul’SP 38 42m + 125m + 45t 116 steraticial peticentromeri- Almeida-
" cas Toledo, 2006
L of piperans E. Jugquia /'SP 56 24m = 12sm + 20st - 1 par t, bl, - Feua:c';i_-:- =
T s TR " - - S intersticial al., 2003z
1 m + M6mm + dst + - Pericentromsrt- —
L of pipetarus B Tugua/'SP 36 - _i':: it 102 i::li;::}:l cas e ":].'.'G:'_:'IDD;E
telomericas
S B Araras/SP 58 i + T 116  parmbl PELiCE'fEMEéH' Vissotto et
Sl B AtarEs - JomT s intersticial e al, 2002
telomericas
I N Pancentromsr- —_
I piperais F. Gramda'SP 3B 26m ":’:: Bat 106 L]i:-:*I:J;:L];ll case ":].'.'G:'_:'IE_.',E[
telomericas
=5 Mamequnhac PR BE
I aff. schubarri ;:TB::’]'B- F‘;‘R;-:;‘upiz 5B 28m + 28sm = st 116 1 par |.1.1. bl e5Cassa STQ.I,'P et al.
% TaquesiPR s B intersticial 2004
Tataizinha/ PR
1 aff sehubarti BEb. Canta Galo/SF e 58 2Im + 18=m + 105t + ] 1 par m b, ] Feua:c';i_-:- =
CE Eb. Trés BocasFR. - 3a intersticial al., 2003z
Lsp. R PiunhiMG 58 20m+m=6st 116 L]:Ei':lm];ll m:f;;iﬂ K”ﬁ‘c? =
EPariolinz
- 1 par sm, be, . . Foman e
P. hollandi B IsuaguFE 42 22m + 10sm + st + - fen.u;':al' PEL'.I.C:EIJ.‘I:II.}]:EZ’I.- Margande,
Ga BCs capar st 2002
Fimelodella
E. AraquaSPeF 1 par st, be, Vissotto et
P. memhandmeae Capivara/SP 46 2 + Msm = Gst B termoinal Centromericas al. 1999
P aff 1 parm, be, Centromenicae  Swarga et al,
avanhiandavae F.. TibaguFE 52 30m + 22sm 104 termunal telomerica 2003
Ad=3im=+ 13sm Garcia e
P. boshiniai Araras’5F 46 Z=34m = 125m 92 lpar=zm be,  Pencentromsri- Almedda-
O O ) termnal cas Teledo, 2006
_ YT,
E. Limwoeine FX. B. Cowmo de 1 par sm, be, Swarca et al.,
B mecki BetFh o F- Coneilde 46 m+12mm-dst 92 terminal - 2004
Sdo Miguel Garcia e
P meeki Areanjo/SPE & Palar do 46 28m + 125m = Gst 92 lpar=m be, Pencentromari- Almeida-
Sul/5F termunal cas Toledo, 2006
= 40m-sm + Hst-a
P sp* E. Mogi-Guagw'SP 46 2= J0m-sm + Gst-a - 1 par m-sm, - Diase
IOUHY b, termuinal Forest, 1993
1 par sm, be, Cantroméricas e Vasconeelos
P spl B_ Parana/PR. 46 20m <+ 20sm + ba 92 teroinal, L & Martmns-
BC+ EOMEEA  gantas, 2000
1 par sm, be, Vasconcelos
Psp2 B_ Parana/PR. 52 22m + 2=m + Bst 104 teroinal, Centromernicas e & Martmns-
BC+ telomeéricas Santos, 2000

Cz = Comego; Lg. = Lagoa; F. = Eio; Bb. = Fabeirdo; Ep = Eepreza; Bv. = Reservatorio; Us.= Usina; m = metacéntrico; sm =
submetacentrico; sb = subtelocéntrico; a = acrocéntrico; be = brago curto; bl = brago longo.



Formula
Localidade In Cariotipica NE NOR BC BReferéncia
Génem]':seé:ie
Rhamdella
1 par sm, bl, Pericentromss Fomseca et
R microcephala R Machado MG 36 18m + 30mm = Bst-a B4 intertsticial, erieenmRe- nsesa &
30 ca al, 2003
R s Iastd BA 36 26m-sm + 30st-a g2 - - Souza =t
P B - < - < al 1994
Fhamdia
= ) Fomane
E. branneri F. Izuacw 58 e - 1 par 2 Pc' - Margando,
+da termanal 2002
E. branneri F. Izuacw In= 45m+ 15sm = 21st+ 1 para, be, ‘.;U}]:H:”E
= - 5 5 Margande.
B7 Ga termanal 2002
. . lpara,bce Talomeéricas, Abucarnma e
hrarnmer] Is It -
L [LisiSaks Seaverio S8 36m+ldmmidstrda 112 lparstbl  imtensticialg ¥ o
E IzuaguFE S . - N
termnal pares sm e 5t Santos, 2001
- - . : Toledo e
B il 5 +18=m+8 - -
B. kilarii E. Omga / SP 58 36m+18sm+8a 116 Ferrari. 1976
1 par, be, Fencechio e
B. kilarii p. Mowelinhe 5P 58 - 100 terminal, 850a%sa Bertolle,
BC+ 1990
Fa "E':.n'_m =P, Bl o
B ef hilarii G SR b 38 30m+1 8smr+10s¢ 106 lparsm be,  Centroméricas "al]“':i;g;t
Asnqua 5P, B Pardo 5P terminal N
R{ Labalh, TpET - 1 parst, be, Festringiasea  Fenocchio et
R hilarii . Mogi-Guagu'5P, B 8 g B o strngia-se & o t
b frilarii }':r-:?:;;ilg. E 38 108 tEl;;__al' MNOE. al., 2000
1 par m-sm, —_
B. kilarii E. Mogt-guagun' 5P 58 58 m'sm 116 b, terminal, Telomsanicas "1];"‘%% ft
BC: al, 2002
——— . = - 1 para, be, Fenocchio et
B. hilarii E. Asuapey/ir 58 26m+1 G+ 8st+-8a 108 termminal - A1 3003
B laticauda EUA 38 ) 1:.IJI,:= ) ) - lG;;fJE
. Hochberz e
S Le. dos Quadros/ RS - e a lpar a be, ’ =
B quelsn o B GuahaBS 58 52m/sm'st +6a 110 termrmal - Eu:ltgu;:u_.
E. Mogi-Guagu/5F, . 1 par st, be, Restrinmiasea  Fenoochio et
B quelen B Izuapu/SC, 38 = 13'3 terminal, 't?fgﬁ_i EI‘;GL:EEDE =
R Parand/Ar B+ - .
- . 1 para, be, Fenocclhno et
B auelen Par = 3 Yorm+] Ger+Est+8 F -
B quelsn F. Parana/Ar 58 26mmr+] Gom+-8at+-8a 108 termrinal 21 3003a
1 par st, be, Fenonchio st
B quelsn E. IzuacuwPR 58 3 2+ ] Gsm-Gast—da 108 terminal, Telomsanicas ‘:_Illa';LIJEI.?hE'
B ., 2003
1 par st, be, e
B quelsn E IzuaguFE 58 3 2+ ] Gsm-Gast—da 116 terminal, Telomsanicas e '1.;33 f: al.
BC+ -
e T Stivan e
B quelsn E.TaquarusswFE 58 262 0sm+-Gst—Ga 110 1 ::L]L_tr CT:];';]_:EL.";;'_? Martins-
** Santos, 2004
P . aa Stivan e
B quelsn Rb. Maringa PR g omtlambabda’ L, lpwsbe,  Teloméics e Martins-
2omr+24sm+3st termmnal esmfroméniess oo Toan.
R qualen R UbersbichaMG 58  26m+20smBsteda - LE;]T - GMPS?FE'
B guelen Eb. Lindsia PR, S8 30m+ldsm-10steda 112 1 f;‘m“:]f“ CT:D‘;EE‘;‘-' Tsuda, 2005
o= = lomtrieas
R quelen Eb. LindéiaFE. & mrlmelSweba 168 Tparsm be,  Telomencase 14, 995
7 termanal centromericas
1 parm. be Silvae
B quelsn Cz Castano/ MG 58 - - f;mql_l'" - Megelh,
2005
B 5% F_l:z_n:i._l:o_h]ll-. E
R quelen :L?El E’;:i;:;;_i;_ 8 ) ) | par sm-st,  Percentroméne  Garciaetal,

do Oeea PR B UnuguaiBS
o Arza 5P

be, termunal

as e telomeéricas

2006

Cz. =Camege; Lg. = Lagoa; B. =Fio; Eb. = Ribeirio; Fp = Fepresa; Bv. = Eesarvatone; Us.= Usma; m = metacéntico; sm=
submetacéninico; sh = subtelocéntnics; a = acrocéntrice; be = brago curte; bl =brago longo.
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Formula
Género/Especie Localidade In Cariotipica NE NOR BC Referancia
B guelsn F.. Parana/Ar 53 1 Ft}:;f:a?c telomeéricas CD]EEE'; al,
i . . e Walcarcel et
E.sape Buenos Ares/Ax 53 44 m'sm = 14st'a - - - 2l 1993
. - Gonzalas,

B ra T 1 5 - - - -

B sape Urnguai 36 1004
= - 100 = La Gramda,
E sp. EUA 58 4 - - 1031

. . .. Abucarma e
Js. Salt _ 2. be e
R . Us SaltoSegredo - 5g 3 pgemetareds 112 (PERDe Telomercase Ty
E.IznasuFR tarminal CENTOmSIIcAs - =
Santos, 2001
- . 1 par =t, be, Centromaricas (rareia et
. - 5 —
R.p. e - e e el & talomeéricas al 2003
R ] in= S 1 par =t, be, Centromernicas (rarcia et
Rp. Rb. Grande 87 69m/sm+18st/a - terminal e teloméricas 2l 2003
s, Salto Segredo — 1parabee Teloméricas & e

B voulezi —_— 58 Jom+ldsmdst+da 112 1 par =t, bl _u i Martins-
R Iguaen PR tarminal CENEOMENCAZ Santos, 2001
Cg. = Comrege; Lg. = Lagoa; B. = Fio; Bb. = Fibewrao; Bp.= Represa; Bv. = Reservatono; Us = Usma; m = metacentnco; sm =

submetacéninco; sh = subtelocéninee: a = acrocéntico; be = brago curto; bl = brago longo.

1.1.3 O género Rhamdia

O género Rhamdia compreende cerca de 28 espécies validas (FROESE;
PAULY, apud STIVARI; MARTINS-SANTOS, 2004), das quais foram analisadas
citogeneticamente apenas Rhamdia sapo, Rhamdia sp, Rhamdia branneri, Rhamdia laticauda,
Rhamdia voulezi, Rhamdia hilarii e Rhamdia quelen (Tabelas 1 e 2).

As populagdes estudadas apresentaram 2n = 58 cromossomos, com excegéo
de R. sapo descrita por Gonzales (1994) onde o numero diploide encontrado foi 56
cromossomos. Apesar de apresentarem o mesmo 2n (58 cromossomos) variacdes em relacao a
férmula cariotipica e a presenca e quantidade de cromossomos B sdo bem comuns neste grupo
de peixes, como pode ser observado nas Tabela 1 e 2.

A primeira descricdo citogenetica para Rhamdia foi realizada em 1976,
guando Toledo e Ferrari analisaram exemplares de R. hilarii provenientes do Rio da Onca/SP.
Neste trabalho, os autores apresentaram dados apenas sobre o 2n (58), formula cariotipica
(36m + 18sm + 8a ) e NF (116). Apds este estudo, muitos outros foram realizados.

Hochberg e Erdtmann (1988) analisaram 30 exemplares de R quelen de duas
populacbes distintas, provenientes do estado do Rio Grande do Sul. Nesta analise foi
observado numero dipl6ide igual a 58 cromossomos, porém 6 dos 30 exemplares
apresentaram 2n = 59, devido a presenca de um cromossomo supranumerario ou B do tipo

metacéntrico de tamanho médio que, quando tratado com a técnica de banda C, mostrou-se
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heterocromatico. Os cromossomos foram distribuidos em 52 m/sm/st e 6a (Tabela 2) com
namero fundamental igual 110. O padrdo de NOR descrito para esta populacdo foi simples,
com a marcacao obtida no brago curto do par acrocéntrico 29.

Em 1990, Fenocchio e Bertollo analisaram 51 exemplares de R. hilarii
provenientes do reservatorio de Monjolinho (Sdo Carlos/SP). Para esta populacdo os autores
encontraram 2n = 58, com uma variacdo até 63 cromossomos, devido a presenca de
cromossomos B (Tabela 2). Os cromossomos desta populacdo eram do tipo metacéntrico,
sendo o padrdo de distribuicdo de heterocromatina restrita a poucas bandas proeminentes. Os
cromossomos B, também metacéntricos, apresentaram-se totalmente heterocromaticos. A
NOR foi localizada no braco curto de um par metacéntrico coincidente com a constri¢éo
secundaria, que apresentou-se heterocromatica.

Um estudo com exemplares de R. cf. hilarii provenientes de diversas
localidades foi realizado por Vissotto et al. (1999), sendo encontrado 2n = 58 com NF = 106 e
formula cariotipica de 30m + 18sm + 10st. Além disto, 3 dos 17 exemplares apresentaram 3
Bs metacéntricos (Tabela 2). A NOR foi localizada no brago curto de um par
submetacéntricos em todas as populagdes. O padréo de banda C apresentou-se em pequenos
blocos heterocromaticos, nas regides terminais dos cromossomos, sendo visualizados também
na regido centromérica de alguns cromossomos. Os Bs tambeém apresentaram-se totalmente
heterocromaticos.

Em 2000, Fenocchio et al. analisaram duas espécies de Rhamdia: R. hilarii
e R. quelen. Os exemplares foram coletados em diferentes reservatdrios e rios tanto do Brasil
como na Argentina. Ambas espécies apresentaram 2n = 58, sendo a maioria dos cromossomos
metacéntricos e submetacéntricos, caracterizando um NF=108. Cromossomos Bs foram
observados em ambas as espécies, com variacdo de 1 a 5 cromossomos entretanto, as
populacOes argentinas ndo apresentaram este tipo de cromossomo. A regido organizadora de
nucléolos foi identificada no brago curto de um par subtelocéntrico, coincidente com a
constricdo secundaria. As duas espécies estudadas, apresentaram pouca heterocromatina,
restringindo-se basicamente apenas as NORs e a ambos os bragos dos cromossomos Bs.

Abucarma e Martins-Santos (2001) analisaram trés espécies deste género:
Rhamdia branneri, R. voulezi e R. sp. do rio Iguagu, coletadas no reservatorio da Hidrelétrica
de Salto Segredo (Guarapuava/PR). Todas as espécies apresentaram 2n = 58 no entanto, 0s
exemplares de R. branneri possuiam variacdo de 2n = 58 a 62, devido a presenca de 1 a 4 Bs,
enquanto R. voulezi e R. sp. apresentaram de 2n= 58 a 60, apresentando de 1 a 2 Bs e a

formula cariotipica foi a mesma para todas as espécies (tabela 2). Os Bs eram dos tipos
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metacéntricos e submetacéntricos medios nas espécies de R. branneri e R. voulezi, enquanto
que em R. sp. apresentavam-se como acrocéntricos pequenos, sendo parcialmente
heterocroméaticos em R. branneri e eucromaticos em R. sp. e R. voulezi. O tratamento com o
fluorocromo CMAg, evidenciou intensa marcagdo no cromossomo B metacéntrico de R.
branneri.

A heterocromatina mostrou-se distribuida em regides terminais e/ou
centroméricas nas trés espécies de Rhamdia analisadas por Abucarma e Martins-Santos
(2001). R. voulezi apresentou a NOR, em um par acrocéntrico (par 29), enquanto que R.
branneri e R. sp. apresentaram, além deste par 29, um par subtelocéntrico com a NOR no
braco longo, evidenciando o Unico relato de NORs multiplas neste grupo de peixes.

Maistro et al. (2002) realizaram um estudo com R. hilarii proveniente do
Rio Mogi Guagu., onde além do 2n = 58 foram visualizados até 2 cromossomos B (tabela 2),
metacéntricos médios, que mostraram-se parcialmente heterocromaticos. A heterocromatina
mostrou-se fracamente distribuida no complemento cromossémico padrdo. A NOR
apresentou-se coincidente com a constricdo secundaria, sendo banda C positiva e
correspondente as marcacdes pelo fluorocromo CMAg;. Os autores citados também utilizaram
diversas enzimas de restricdo sendo que Alul e Haelll revelaram um padrdo semelhante ao da
banda C, com os Bs digeridos somente na regido pericentromérica. Hhal e Pvul revelaram um
padrdo especifico, ndo sendo possivel a visualizacdo dos Bs e as enzimas BamHI e Hinfl
revelaram um padrdo parecido semelhante ao da banda G.

Roman e Margarido (2002) descreveram uma ocorréncia de triploidia
natural para R. branneri coletada no Rio Iguacu/PR com um 3n = 87 além de 4 cromossomos
B. Os exemplares dipldides apresentaram a NOR no braco curto de um par acrocéntrico, e 0
individuo tripléide mostrou trés cromossomos portadores da NOR. Estas marcagdes foram
coincidentes com o tratamento realizado com o fluorocromo mitramicina.

Garcia et al. (2003) descreveram mais um caso de triploidia natural no
género, em um exemplar de Rhamdia sp. proveniente do ribeirdo Grande (Serra da
Mantiqueira/SP), sem cromossomos B, no entanto os individuos dipldides apresentaram até 4
Bs metacéntricos. A NOR estava localizada no par 27 subtelocéntrico/acrocéntrico, na regido
terminal do braco curto, sendo observado no triploide trés marcagdes. O padrdo de
distribuicdo da heterocromatina foi semelhante ao ja observado no género, exceto por possuir
blocos na regido centromérica ou pericentromérica de alguns cromossomos. CMA; e o FISH
com sonda de DNAr 18S apresentaram marcacdo coincidente com a NOR e a sonda de DNAr
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5S revelou apenas um par de cromossomos m/sm com marcacao pericentromérica, sendo este
0 Unico relato, até o momento.

Uma andlise feita por Tsuda (2005) com 5 exemplares de R. quelen do
Ribeirdo Linddia (Londrina/PR) revelou o primeiro caso de triploidia natural para esta
espécie, sendo a terceira descricdo para o género. Ndo foram observados Bs, nem mesmo nos
diploides (tabela 2). A NOR apresentou-se na porcdo terminal do braco curto de um par
submetacéntrico e o tripléide mostrou 3 marcacdes, sendo coincidentes com a CMAs;. A
banda C mostrou regides heterocromaéticas terminais e algumas centroméricas.

Estudos realizados com R. quelen do Rio Parana, Posadas/Argentina e R.
hilarii do rio Aguapey, Corrientes/Argentina por Fenocchio et al. (2003a) revelaram nimero
diploide igual a 58 com formula cariotipica de 26m + 16sm + 8st + 8a (NF = 108), ndo tendo
sido encontrados cromossomos B. A NOR foi localizada no brago curto do par 4 do grupo.

Em outra populagdo de R. quelen analisada por Fenocchio et al. (2003b),
proveniente do rio Iguacu, foi observada uma fémea com um cromossomo B metacéntrico
heterocromatico (tabela 2). A NOR foi observada no brago curto de um par subtelocéntrico,
coincidente com uma constricdo secundaria e com o fluorocromo cromomicina As,
apresentando-se heteromérfica. Hibridacdo in situ fluorescente (FISH), com sonda DNAr 18S,
foi realizado nesta populacédo, nao sendo evidenciado o heteromorfismo da NOR.

Swarca et al. (2003) analisaram uma populacédo de R. quelen do rio Iguacu,
onde a NOR coincidiu com a constrigdo secundaria de um par acrocéntrico (tabela 1). A
banda C revelou blocos heterocrométicos fracamente marcados, inclusive a constricdo
secundaria. A coloracdo com o fluorocromo CMAg; apresentou-se correspondente a NOR e
com o DAPI os cromossomos revelaram coloracdo uniforme. A combinacdo de BC+CMAg; ou
DAPI revelou distintos blocos fluorescentes no par da NOR, assim como varios sinais
fluorescentes nos demais cromossomos. Segundo 0s autores, estes resultados sugerem uma
modificacdo da estrutura da cromatina pelo tratamento de banda C, aumentando a coloracao
pelos fluorocromos.

Guilherme (2005) estudando uma populagdo de R. quelen do Rio
Uberabinha (Uberlandia/MG), encontrou de O a 7 cromossomos B, de todos os tipos
cromossémicos e de tamanho médio a pequeno. Esta foi a maior quantidade de Bs
encontradas em um exemplar, até o0 momento. A férmula cariotipica para esta populagédo foi
26m + 20sm + 8st + 4a. A NOR apresentou-se na porcao terminal do brago curto de um par de
cromossomos do tipo metacéntrico e a banda C revelou Bs total e parcialmente

heterocromaticos.
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A tabela a seguir apresenta, além do 2n, formula cariotipica e NF, dados
sobre a o tipo, tamanho e distribuicdo da heterocromatina dos cromossomos B nas populac¢des

de Rhamdia analisadas até o momento.

Tabela 2 — Dados Citogenéticos do género Rhamdia

Género/Espécie Localidade BE n Cariotipo NF B Tipe B Tamanho  Heterocromatina R

Us. Salto Segredo —

E. branmeri. - AP 58 3Smr+ldsmdstda 112 0-2 mesm medio parcialmente 1
B IzuacuPR

B brammeri E. Iznagu'FR. AP 58 3o-10sm=14stda - - - - - 2

R hilarii F. Onca /5P AP 5B 36nr-1 8smr-Ba 1146 - - - - 3

R hilarii Ep. Monjolinhe /5P AP 58 - 100 0-35 m pequeno 2 parcialmente 4

medio

Bw. hunmminm/SE, Bhb.
Quint2SP, B . .
R of hilarii Jacutinza/ 5P, Rh - 58 30m=1 Bspnr- 105t 106 0-3 m pequeno totalmente 5
Homeld' 58, B
Aragua/5P, B Parda/SP

B hilarii Ex. Lobo/SP AP 58 - ~108 0-3 M madio parcialmente [
hilarii Rv. “297/ 5P AP 5B - ~108  0-5 m medio parcialmente [
B hilarii B Mogl-Guagu'SPe A 58 . 108 R R R &
o F. Azuapev/Ar PA
E_ 5 FranseiseoMG  5F 58 - ~108 2 m medio parcialmente [
B Mogi-zuacw/SF AP 58 58 mism 1146 0-2 m médio parcialmente 7
Azuapey  Ar PA 58 26m+16sm-8st+Bz 108 - - - ]
EUA - 5B - 1004 - - - - 20
Lz des Quadros’ BS, = SV e prn et ] A - ,
R GuaibaRS PA 5B 52m/smyst +6a 110 0-2 m medio totalmente L]
E. Mom-Guagw/SP AP 5B - ~108 4 m medio parcialmente [
B Izuacu'SC PA 3B - ~108 0-1 m medio parcialmente [
B Parana'Ar PA 5B - ~108 - - - - [
F. Parana'Ar PA 58 26m+16sm-8st+Bz 108 - - - ]
B IzuacuPR PA 58 3lm+l6sm—fstda 1146 0-1 m - totalmente 10
E_Tagquamussu'PR AP 58 26m+20sm+Gst+Ha 110 1-4 m med;-:.} a parcialmente 11
srande
= N 26nr=2 2sm+Bst+da’ 1
EbMarmza PR AP 5B ?J&:;—Jﬂ-ﬁm—i-,t = 110 - - - - 11
E. Uberabinha™G  SF 58 26m+20sm+8st+da - 0-7 msma PeOUERO2 total ou
medio parcialmente 12
Eb. Lindcia PR AP 5B 30m =+1dsm +10st 112 - - - - 13
—da
C. Castane MG SF 38 - - . = = - 14
C. do Bebadowro™IG  SF 3B - - Q-2 - - - 13
F. 530 Jose BT 2 C.
o - 3B - 0-1 - - totalmente 16
E. %30 Francisea/ MG SF 58 . } 04 } } totalments 16
Araras/'5P - 3B - - (-5 - - totalmente 16
B_ Paraiba do 5ulRJ, B do
Custe PR B Urngoar RS - 58 - - - - - - 16
F.. Parana/Ar PA 58 - 5 s s . - 17
Buencs Amres’Ar PA 3B 22 m/sm+ Tstia - 0-1 mea - - 13
ELA - 5B - 100=4 . = = - 0
Us. Salio Segredo AP 5B 3Smrldsmdstda 112 0-2 m pequeno aucromatics 1
B IzuacuPR ) ) ST B - o )
B_sp. Eb. Grands PS 58 46 sm+-1 2513 - 0-4 m pequang totalmente 19
B voulezi Us. Saltn Segredo - AP 58 3Smr+ldsmdstda 112 0-2 m medio aucromatics 1

B IzuacuPR
BH= Baca Hidregafica; n= mimero haploide; 2n= mimere dipléide; NF= nimere fundamental; B= cromessomo supramumerano;
S=constigdo seomdana; WOB= mzide orgamizadora de mucléolo; p = brage ourto; m= metacénties; sm = submetacénmico; 5=
C5 tr MNOR z = dora d I brag t t
subtelocéntiico; a= acrocéntrico; B = no; Ep.= represa; Fe=nacho; = comego AP = Bacia do Alto Parana; S5F= Bacia do 530 Francisco;
PA= Bacia do Paragual




26

Referéncias: 1) Abucarma e Martins-Santos, 2001; 2) Roman e Margarido, 2002; 3) Ferrari e Toledo,
1976; 4) Fenocchio e Bertollo, 1990; 5) Vissotto et al., 1999; 6) Fenocchio et al., 2000; 7) Maistro et
al., 2002; 8) Fenocchio et al., 2003; 9) Hochberg e Erdtmann, 1988; 10) Swarca et al., 2003a; 11)
Stivari e Martins-Santos, 2003; 12) Guilherme, 2005; 13) Tsuda, 2005; 14) Silva e Morelli, 2005; 15)
Silva e Morelli, 2006; 16) Garcia et al., 2006; 17) Coles et al., 2006; 18) Valcarcel et al., 1993; 19)
Garcia et al., 2003; 20) Le Grande, 1981



27

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho tem por objetivo geral analisar citogeneticamente exemplares
de Rhamdia quelen de diferentes localidades, contribuindo assim com mais dados a respeito

desta espécie.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Caracterizar cromossomicamente a espécie Rhamdia quelen de diferentes
populacOes da Bacia do Paranapanema e de uma piscicultura localizada
no municipio de Timbd6/SC;

b)Caracterizar cromossomicamente a espécie Rhamdia quelen do Planalto
da Bodoquena/MS;

c) Detectar as regides organizadoras de nucléolos (NORS) nas popula¢Ges
estudadas;

d) Analisar o padréo de distribui¢do de heterocromatina;

e) ldentificar regides cromossémicas ricas em pares de base G-C e A-T,

f) Analisar a possivel ocorréncia de cromossomos supranumerarios nas

diferentes populagdes analisadas de Rhamdia quelen.
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Resumo

No presente trabalho foram analisados exemplares de Rhamdia quelen coletados na regiao do
Planalto da Bodoquena/MS. Os estudos citogenéticos revelaram 2n=58 cromossomos
distribuidos em 36m+16sm+6st, com ocorréncia de 1 a 3 cromossomos B metacéntricos e
submetacéntricos de tamanho médio, com variagdo tanto intra quanto interindividual. A NOR
localiza-se na regido terminal do braco curto do par 20 submetacéntrico. O tratamento com o
fluorocromo CMAj; mostrou-se correspondente a NOR, e com DAPI nao foi evidenciada
nenhuma marcacdo fluorescente. A técnica de banda C revelou heterocromatina
principalmente nas regides terminais dos bracos cromossomicos, inclusive o par da NOR.
Além disso, o par metacéntrico 2 apresentou trés blocos heterocromaticos, nas porgoes
terminais e na regido pericentromérica. Os cromossomos B mostraram-se eucromaticos. A
associacdo de BC+CMA; evidenciou apenas um par cromossOmico com marcagao
fluorescente, provavelmente o da NOR, enquanto que BC+DAPI apresentou varios sinais
fluorescentes, inclusive no par 2 metacéntrico, mostrando portanto, que varias regides

heterocromaticas sdo AT positivas nesta populagdo de Rhamdia quelen.

Palavras-chave: Cromossomos B. Banda C. Ag-NOR. Cromomicina A; e DAPL
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Introducio

O Planalto da Bodoquena esta localizado na porcao centro-sul do Estado do Mato
Grosso do Sul, Brasil, nas proximidades dos municipios de Bonito, Bodoquena, Jardim e
Porto Murtinho (Boggiani, 1999). Com area composta por 76.400 hectares, possui ampla
diversidade de espécies tanto na flora como na fauna, tendo sido transformado em parque
Nacional em 20 de setembro de 2001.

Em relacdo a hidrografia, esta regido possui varios rios, sendo os principais o rio
Formoso, rio da Prata, rio Salobra e rio Perdido, todos com suas nascentes no parque Nacional
da Bodoquena (Boggiani, 1999).

Willink et al. em 2000 (apud Cerealli, 2006) estimaram a ocorréncia de pelo menos
325 espécies de peixes, relatando que a ictiofauna do Planalto da Bodoquena apresentava-se
de forma peculiar, com muitas formas endémicas.

Embora possua uma ictiofauna tdo rica, os estudos citogenéticos com peixes desta
regido sdo extremamente escassos, restringindo-se apenas a trés espécies do género
Hypostomus: H. cochliodon, H. sp2 — Rio Perdido NUP 4249 e H. sp.3 — Corrego Salobrinha
NUP 4247, coletados no rio Salobra e Rio Perdido e analisados por Cerealli (2006). Desta
forma, torna-se extremamente importante a realizacdo de estudos voltados a citogenética de
peixes desta regido.

No presente trabalho foram analisados cromossomicamente exemplares de Rhamdia
quelen (Quoy & Gaimard, 1824) provenientes do Planalto da Bodoquena/MS, sendo a

primeira descri¢do citogenética para a espécie nesta regido.
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Material e Métodos

Foram analisados 4 exemplares de Rhamdia quelen (2 machos e 2 fémeas) coletados
no pogo da Fazenda Harmonia, no municipio de Porto Murtinho/MS, pertencente ao Planalto
da Bodoquena (figura 1).

As preparagdes cromossdmicas foram obtidas segundo a técnica de preparagao direta,
a partir do rim posterior, descrita por Bertollo ef al. (1978). As andlises cariotipicas foram
realizadas com coloragdo convencional por Giemsa e os cromossomos foram classificados em
metacéntricos (m), submetacéntricos (sm) e subtelocéntricos (st), segundo a metodologia
proposta por Levan ef al. (1964), sendo todos considerados com dois bracos para calculo do
nimero fundamental (NF).

A regido organizadora de nucléolos e o padrdo de distribui¢cdo da heterocromatina
foram evidenciados segundo as técnicas propostas por Howell & Black (1980) e Sumner
(1972), respectivamente. Os tratamentos com fluorocromos base especificos cromomicina Aj;
(CMA3) e DAPI foram realizados segundo as metodologias descritas por Schmid (1980) e

Schweizer (1976), respectivamente.

Resultados

Os exemplares estudados apresentaram nimero dipldéide de 2n = 58, com formula
cariotipica de 36m + 16sm + 6st e numero fundamental (NF) de 116 (Fig. 2a), sendo
observada a presenca de 1 a 3 cromossomos supranumerarios ou Bs, com varia¢des tanto intra
quanto interindividual (Tabela 1). Os cromossomos B encontrados apresentaram-se de
tamanho médio e dos tipos metacéntrico e submetacéntrico (Fig. 2a).

A heterocromatina mostrou-se distribuida nas regides terminais de quase todos os

cromossomos, sendo que alguns deles apresentaram marcac¢ao terminal em ambos os bracos



32

(Fig. 1b). O par metacéntrico 2 apresentou, além dos blocos heterocromaticos terminais em
ambos os bragos, um bloco na regido pericentromérica, sendo observada diferenca entre os
homologos, pois um deles apresentou a heterocromatina bem mais evidente (Fig. 2b). O par
20 revelou uma forte marcag¢do heterocromatica na regido terminal do brago curto e os Bs
apresentaram-se eucromaticos (Fig. 2b).

A impregnacdo por nitrato de prata revelou a regido organizadora de nucléolo
(AgNOR), na regido terminal do braco curto do par cromossomico 20 (Fig. 2¢)

O tratamento com o fluorocromo CMA;j; revelou marcagdo positiva no par 20,
correspondente a AgNOR (Fig. 2c-3a) e com o fluorocromo DAPI nenhuma marcacdo foi
observada (Fig. 3b). Na associa¢do das técnicas de BC+CMAj; apenas o par 20 mostrou
marcagdo (Fig. 3c) e na BC+DAPI varios cromossomos apresentaram regides terminais

fluorescentes, em especial um metacéntrico grande, provavelmente o par 2 (Fig. 3d).

Discussao

Os exemplares de Rhamdia quelen da regido do Planalto da Bodoquena/MS mostraram
0 2n caracteristico deste género, ja observado na grande maioria das espécies e populagdes
analisadas, assim como um NF alto, maior que 100, também caracteristico do género
Rhamdia, devido a presenga de cromossomos com dois bragos. A formula cariotipica,
entretanto, sofre uma variacdo entre as populagdes analisadas, inclusive a féormula de 36m
+16sm + 6st aqui observada foi diferente de todas as outras de R. quelen, conferindo uma
variabilidade cariotipica ao género e a espécie, talvez devido a presenca de rearranjos
cromossOmicos durante o processo evolutivo do grupo ou ao grau de condensacdo dos
cromossomos, levando a diferencas na classificagdo entre os autores, visto que neste género

0S Cromossomos sao muito pequenos.
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Nesta populacdo, além do complemento cromossdmico normal, foram evidenciados de
1 a 3 cromossomos B nos 4 exemplares analisados, com variacdo tanto intra quanto
interindividual (Tabela 1). Observa-se que dois dos individuos estudados (45 @ e 46 &)
apresentam apenas um cromossomo B do tipo metacéntrico médio, enquanto os outros dois
(43 de 44 Q) apresentam de um até trés, sendo estes metacéntricos e submetacéntricos de
tamanho médio. A freqiiéncia com que estes cromossomos ocorrem entre os individuos ¢ bem
alta, sendo observada nos individuos 43, 44 ¢ 46 uma freqiiéncia maior de células com Bs do
que as que ndao possuiam este tipo de cromossomo, conferindo assim a populacdo uma
freqiiéncia elevada destes cromossomos, sendo observados em 61,54 % das células
analisadas. A variacdo de Bs observada dentro e entre os individuos demonstra uma
instabilidade mitotica, que deve ser conseqiiéncia da segregagdo nao mendeliana caracteristica
destes cromossomos.

O tipo de cromossomo B mais freqiientemente encontrado em R. quelen ¢
metacéntrico médio (Hochberg & Erdtmann, 1988; Fenocchio et al., 2000; Swarca et al.,
2003), mas ha relatos de Bs submetacéntricos e acrocéntricos, de tamanho médio e pequeno
(Guilherme, 2005). A maior quantidade e tipo de Bs encontrados em R. quelen foi a descrita
por Guilherme (2005), onde a populacdo do rio Uberabinha/MG apresentou, em um mesmo
individuo, até 7 Bs dos tipos metacéntrico, submetacéntricos e acrocéntricos de tamanhos
pequeno a médio.

Segundo Fenocchio et al. (2000) diferentes espécies e populacdes de Rhamdia,
mostram cromossomos B, apesar de sua ampla distribuicdo geografica, sendo indicativo de
uma origem ancestral para este cromossomo. O fato de terem sido encontrados cromossomos
B em R. quelen do Planalto da Bodoquena/MS, em uma regido isolada, indica novamente que
este tipo de cromossomo ¢ caracteristico do género Rhamdia, reforgando também sua origem

de um mesmo ancestral.



Os cromossomos B desta populagdo, quando tratados com banda C, apresentaram-se
eucromaticos, sendo este o primeiro relato para Rhamdia quelen. Este dado difere dos
encontrados nas populagdes desta espécie analisadas por outros autores, onde os Bs
observados eram total ou parcialmente heterocromaticos (Fenocchio et al., 2000; Swarca et
al., 2003; Stivari & Martins-Santos, 2004). O unico relato de B eucromatico no género
Rhamdia foi feito por Abucarma & Martins-Santos (2001) em outras duas espécies, Rhamdia
sp. € Rhamdia voulezi, do rio Iguacu, coletadas no reservatorio da Usina Hidrelétrica de
Segredo Salto em Guarapuava/PR.

Desta forma, o que pode estar ocorrendo entre esta populacao e as demais de Rhamdia
quelen ¢ uma diferenga no processo de heterocromatinizagao dos cromossomos B, que estaria
acontecendo de forma mais lenta nesta populacdo do Planalto da Bodoquena, visto que esta
localizada em um sistema hidrografico isolado dos demais ja estudados.

O padrao de distribui¢do da heterocromatina no complemento cromossdémico normal,
para esta populagdo de R. quelen, apresentou-se divergente ao encontrado por outros autores,
visto que nesta espécie o padrdo mais comumente visualizado restringe-se a fracas marcagoes
nas regioes terminais de um dos bragos cromossdmicos e em alguns centromeros (Fenocchio
et al., 2003b; Swarca et al., 2003), enquanto que na populacdo do Planalto da Bodoquena, a
heterocromatina apresentou-se nas regides terminais de um ou ambos os bracos
cromossomicos. O par 2 (m) apresentou trés blocos heterocromadticos, dois na por¢ao terminal
dos bracos cromossdmicos € um bloco na regido pericentromérica, sendo que um dos
homologos deste par apresentou as bandas mais evidentes. Este tipo de distribui¢do de
heterocromatina em um par cromossdmico nao foi encontrado em nenhuma das populagdes
analisadas até o0 momento, sugerindo entdo, que, além dos Bs, estes exemplares do Planalto da
Bodoquena apresentam um possivel par marcador (par 2 metacéntrico), que também estaria

diferenciando esta populagao das demais ja descritas.
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Outro fato interessante obtido na banda C nesta populacio foi que, no par
cromossomico 20 (sm), a porcao terminal do brago curto apresentou marcagao
heterocromatica mais evidente que os demais cromossomos. Apds impregnagdo pelo nitrato
de prata ficou evidenciado que este cromossomo ¢ o par da NOR, sendo também coincidente
com o fluorocromo CMAj;, portanto, esta regido além de heterocromatica € rica em pares de
bases GC. Esta coincidéncia da NOR com a heterocromatina foi observada anteriormente por
Fenocchio et al. (2000) e por Swarga et al. (2003), bem como o fato da NOR ser rica em GC
(Swarca et al., 2003; Stivari & Martins-Santos, 2004; Tsuda, 2005).

Em relagdo ao tratamento com DAPI, os cromossomos desta populacdo apresentaram-
se uniformemente corados, ou seja, nenhum cromossomo mostrou regides ricas em pares de
base AT. Swarca ef al. (2003) ao analisarem exemplares de Rhamdia quelen do Rio Iguacu,
obtiveram o mesmo resultado aqui apresentado com DAPI, observando a NOR um pouco
mais palida.

A localizacdo da NOR em cromossomos do tipo submetacéntrico, como observada nos
exemplares aqui apresentados, ja havia sido relatada por diversos autores, sendo que neste
tipo e em cromossomos subtelocéntricos sdo encontrados em maior freqiiéncia (Fenocchio et
al., 2000; Garcia et al., 2003; Stivari & Martins-Santos, 2004). NORs em cromossomos dos
tipos acrocéntricos foram pouco observados (Hochberg & Erdtmann, 1988; Fenocchio ef al.,
2003), assim como em cromossomos metacéntricos, recentemente descrito por Guilherme
(2005) na populacao de R. guelen do rio Uberabinha/MG. Esta variagdo no par portador da
NOR ¢ mais um indicador de que rearranjos cromossOmicos possam estar ocorrendo nestas
populagdes.

O resultado obtido com BC+CMA; revelou que apenas a heterocromatina que se encontra
associada a NOR ¢ GC rica, no entanto BC+DAPI apresentou um cromossomo metacéntrico

grande, provavelmente o par 2, com sinal bem fluorescente, mostrando que a heterocromatina,
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visualizada, principalmente, em um dos homologos deste par, € rica em bases AT. Este fato
reforga que este tipo de cromossomo pode ser um marcador para esta populagdo. Além deste
par, outras regides fluorescentes foram evidenciadas. Acredita-se que o pré-tratamento com
banda C relaxe o DNA e aumente a acessibilidade dos fluorocromos (Swarga et al, 2003),
possibilitando uma andlise mais detalhada da composi¢do da heterocromatina. Devido a este
fato, os resultados obtidos com BC+DAPI foram diferentes do tratamento simples com este
fluorocromo.

Swarca ef al. (2003) observaram varias marcagdes nas regides terminais com BC+CMAj;,
além da NOR, em R. quelen do rio Iguacu/PR. Com BC+DAPI, os autores também
evidenciaram varias marcagdes terminais, indicando que a heterocromatina da populagdo
analisada por estes autores possui uma composicao distinta dos dados aqui apresentados.

O presente trabalho ¢ a primeira descricdo para Rhamdia quelen, do Planalto de
Bodoquena/MS. Alguns dados citogenéticos como a ocorréncia de Bs eucromaticos,
distribuicdo e a composicao da heterocromatina nos cromossomos do complemento normal,
principalmente no par 2 metacéntrico, sdo caracteristicos desta populacdo ndo sendo
evidenciadas em outras. Estes fatos mostram uma diferenciacdo populacional, sugerindo que
os espécimes de Rhamdia quelen desta localidade podem ser formas intrinsecas do Planalto da

Bodoquena.
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Figura 3 —Metéfases somaticas de R. quelen com: (a) CMA3;; (b) DAPI; (¢) BC + CMA3. (d)

BC + DAPI



Tabela 1 — Freqiiéncia de cromossomos B nas cé¢lulas somaticas de R. quelen do Planalto da

Bodoquena

, N° DE CROMOSSOMO B TOTAL N° DE
INDIVIDUO  SEXO

0 1 2 3 CELULAS
43 3 10 7 6 2 25
44 Q 3 7 5 4 19
45 Q 11 4 0 0 15
46 3 6 13 0 0 19
Total 30 31 11 6 78

100

>
3

(%) 38,46 39,74 14,1




CAPITULO 2

Cromossomos B em quatro diferentes populagdes de Rhamdia quelen
(Siluriformes, Heptapteridae): uma analise comparativa da freqiiéncia e

distribuicao de heterocromatina™®

Moraes, V.P.O., Carneiro, J.S. & Dias, A.L.

* Este artigo serd enviado para “Journal of Heredity”
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Resumo

No presente trabalho foram analisados citogeneticamente 25 exemplares de Rhamdia
quelen de quatro localidades distintas. Todos apresentaram numero diploide igual a 58
cromossomos, com formula cariotipica de 36m + 16sm + 6st e numero fundamental (NF)
igual a 116. Foi observada em todas as populagdes a presenca de cromossomos B do tipo
metacéntrico, sendo que estes apresentaram variagdes tanto intra quanto interindividual. A
técnica de banda C revelou diferenca no padrao de distribuicdo da heterocromatina sendo
evidenciados cromossomos Bs totalmente heterocromaticos em trés populagdes: Agua das
Pedras, Agua dos Patos e Rio Taquari, e parcialmente heterocromatico na populagio da
Piscicultura do municipio de Timb6/SC. A presenga de cromossomos B em populagdes tao
distintas indica que estes tenham surgido a partir de um ancestral comum, antes da dispersao

geografica desta espécie.

Palavras-chave: Cromossomos B. Banda C. Populacdo. Rhamdia quelen.
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Introducio

Os cromossomos B, também conhecidos como cromossomos supranumerarios ou
acessorios, sdo cromossomos adicionais a0 complemento normal, podendo ser encontrados
em algumas populagdes de algumas espécies, tendo surgido, provavelmente, de algum
cromossomo do complemento padrdo, mas que seguem seu proprio caminho evolutivo
(Camacho et al., 2000).

Na familia Heptapteridae este tipo de cromossomo foi encontrado em Pimelodella
kronei analisada por Almeida-Toledo et al. (1992), mas € no género Rhamdia que ocorre com
freqiiéncia muito maior (Fenocchio e Bertollo, 1990; Vissotto et al., 1999; Fenocchio et al.,
2000; Abucarma e Martins-Santos, 2001; Guilherme, 2005; entre outros).

Os cromossomos B em Rhamdia apresentam variagao tanto intra como interindividual,
podendo ser de tipos cromossomicos € tamanhos diferentes (micro, pequeno ¢ médio), sendo
os cromossomos B do tipo metacéntrico médio os mais freqiientes (Fenocchio et al., 2000;
Stivari e Martins-Santos, 2003; Swargca et al., 2003a). Quando submetidos ao tratamento por
banda C, estes cromossomos apresentam-se total ou parcialmente heterocromaéticos, no
entanto ha relatos de cromossomos B eucromadticos para as espécies de Rhamdia voulezi e
Rhamdia sp. descritas por Abucarma e Martins-Santos (2001) e para uma populagdo de
Rhamdia quelen analisada por Moraes (2007).

Uma vez que os cromossomos B sdo muito comuns em Rhamdia, o presente trabalho
teve como objetivo fazer uma anélise comparativa da ocorréncia, freqiiéncia, tipo e padrao de
distribuicdo da heterocromatina de cromossomos B de quatro populacdes distintas de
Rhamdia quelen, discutindo uma provavel origem, relacionando com as demais populacdes e

espécies do género.
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Material e Métodos

Foram analisados 25 exemplares de Rhamdia quelen de quatro localidades distintas,
sendo nove exemplares (3 machos, 5 fémeas e 1 de sexo indeterminado) coletados no Rio
Agua dos Patos, Iepé/SP (figura 1a), cinco exemplares (1 macho e 4 fémeas) do Rio Agua das
Pedras (figura Ic), Londrina/PR, sete exemplares (3 machos, 3 fémeas e 1 de sexo
indeterminado) do Rio Taquari, Jataizinho/PR (figura 1b) e quatro exemplares da Piscicultura
FUNPIVI (Fundacao de Piscicultura do Vale do Itajai), em Timbd/SC (figura 2).

As preparagdes cromossomicas foram obtidas, para as populagdes de Agua das Pedras,
Agua dos Patos e do Rio Taquari, através da técnica de preparagio direta descrita por Bertollo
et al. (1978), onde foi utilizado o rim posterior dos exemplares. Para as populacdes da
Piscicultura e também de Agua das Pedras foi realizada a técnica de cultura de linfocitos
proposta por Fenocchio e Bertollo (1988). Os cromossomos foram classificados em
metacéntricos (m), submetacéntricos (sm) e subtelocéntricos (st), segundo a metodologia
proposta por Levan et al. (1964), sendo todos considerados com dois bragos para céalculo do
nimero fundamental (NF). O padrdo de distribuicdo da heterocromatina foi obtido realizando-

se a técnica de Banda C descrita por Sumner (1972).

Resultados e Discussao

Todos os 25 exemplares analisados apresentaram 2n = 58 cromossomos, com férmula
cariotipica de 36m + 16sm + 6st e NF= 116 (figura 3). Estes resultados revelaram o mesmo
nimero dipldéide de 58 cromossomos que tem sido observado nas demais populacdes de
Rhamdia estudadas (Fenocchio et al, 2003a ¢ b; Swarca et al, 2003a; Stivari ¢ Martins-Santos,

2004; entre outros), bem como niimero fundamental maior que 100.
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A presenga de cromossomos B do tipo metacéntrico médio foi observada em todas as
populagdes aqui analisadas, sendo que a quantidade e a freqiiéncia com que eram obtidos em
cada uma delas variava muito. Na populagdo de Agua dos Patos todos os 9 individuos
apresentaram 1B, numa freqiiéncia de 18,1% e 2 Bs em 3,8% das células analisadas, com
variagdo tanto inter quanto intraindividual (tabela 1). Nos exemplares de Agua das Pedras
todos individuos também apresentaram Bs, com freqiiéncia de 21% das células com 1 B e
5,9% com 2 Bs (tabela 2). No rio Taquari apenas um individuo ndo apresentou cromossomo
B, sendo observada 1B numa freqiiéncia de 25,73% e 2Bs em 13,45% (tabela 3). Na
populagdo de R. quelen da Piscicultura, dos 4 individuos estudados 2 apresentaram Bs ¢ a
freqiiéncia de células com 1 B foi de 23,8% e com 2 Bs de 11,11%, sendo semelhante a
freqiiéncia das populagdes naturais (tabela 4).

As variacdes inter e intraindividuais dos cromossomos B nas populagdes analisadas
demonstram a instabilidade mitdtica deste cromossomo, provavelmente devido ao seu
comportamento ndo mendeliano durante a divisdo celular. Todas as populacdes apresentaram
um exemplar onde a freqiiéncia de Bs era maior em rela¢do aos demais individuos: individuo
3347 de Agua dos Patos com 45,71% de freqiiéncia; individuo 2846 de Agua das Pedras com
freqliéncia de 55,26%; exemplar 2804 do rio Taquari com 59,52% e exemplar 213 da
Piscicultura com 78,95% de freqiiéncia. Isto confirma mais uma vez, o comportamento
instdvel deste cromossomo. Variagdes na freqiiéncia dos Bs entre as populagdes, apesar da
diferenca no niimero de exemplares, pode indicar uma diferenciacdo populacional para
Rhamdia quelen. A maior freqiiéncia obtida foi na populacdo do Rio Taquari, onde 39,18%
das células contabilizadas apresentaram de 1 a 2 cromossomos B, seguida pelas populagdes da
Piscicultura (34,92%), Agua das Pedras (26,9%) e por fim Agua dos Patos (21,9%).

Camacho et al. (2000) relatam que as diferengas de freqiiéncias de cromossomos B

entre as populagdes dependem de fatores de selecdo (como tolerancia dos Bs nas populacdes
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sendo influenciada por condi¢des ambientais, como temperatura e altitude), fatores historicos
(como contagem do numero de geragdes desde a origem do B na populag@o ou até¢ mesmo na
espécie), fatores de transmissdo (relacionado a mecanismos de acumulo) e fatores ao acaso.
Estes 4 tipos de fatores devem agir simultaneamente, sendo dificil avaliar a agdo de cada um
deles isoladamente, mesmo quando realizada uma analise mais detalhada.

A presenga de Bs no género Rhamdia ¢ uma caracteristica do grupo, sendo
encontrados em 72,98% das diferentes populagdes e/ou espécies analisadas, em diferentes
tipos e tamanhos, mostrando variagdes intra e interindividuais, conferindo, portanto, um
elevado indice de ocorréncia destes cromossomos neste género.

Quando aplicada a técnica de banda C os cromossomos B apresentaram-se totalmente
heterocromaticos para as populagdes do rio Agua das Pedras, Agua dos Patos e Taquari,
enquanto que nos exemplares da Piscicultura estes eram parcialmente heterocromaticos
(Figura 4). Em 61,54% das populacdes de R. quelen estudadas, inclusive do presente trabalho,
os Bs apresentaram-se totalmente heterocrométicos e em 30,77% eram parcialmente
heterocromaticos, sendo estes os padrdes mais freqiientes para esta espécie (Tabela 5).
Apenas uma populacdo de Rhamdia quelen, até o momento, apresentou cromossomos B
eucromaticos (Moraes, 2007).

Em outras espécies do género Rhamdia também foram evidenciados principalmente
Bs total e parcialmente heterocromaticos, assim como eucromadticos, mas também em um
menor numero de espécies (tabela 5), o que pode indicar que o processo de
heterocromatiniza¢do dos Bs esteja ocorrendo no género, em fases distintas do seu processo
evolutivo. O fato de terem sido encontrados, no presente estudo, Bs parcialmente
heterocromaticos somente na populagdo em cativeiro, ndo muda esta hipotese, visto que em
outras populacdes naturais também foi observado este padrdo de distribuicdo da

heterocromatina para este cromossomo.
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Fenocchio et al. (2000) analisando a ocorréncia de Bs em diversas espécies do género
Rhamdia, observaram que uma grande parte das populacdes estudadas possuiam
cromossomos B, sendo estes similares em tamanho, morfologia, padrao de banda C, bem
como comportamento mitotico irregular, independentemente da ampla distribuicdo
geografica. Isto levou os autores a sugerirem que a presenca destes cromossomos seja um
indicativo que sua origem possa ter sido de um ancestral comum, o que explicaria sua
ocorréncia em populagdes distantes ou até mesmo isoladas, e que isto teria ocorrido antes da
diferenciagdo e distribui¢ao destas espécies.

O fato de terem sido encontrados Bs em mais 4 diferentes populacdes de R. quelen,
sendo 3 de uma mesma bacia (do rio Paranapanema) e uma de cativeiro e de local distante,
reforcam a hipotese proposta por Fenocchio et al. (2000), indicando que, a partir de um
ancestral comum, estes cromossomos se dispersaram em diferentes populagdes e estdo
sofrendo, independentemente, um processo de diferenciacdo. A ocorréncia de Bs no género
Rhamdia, como citado anteriormente, ¢ uma caracteristica marcante deste grupo de peixes,

sendo parte integrante do seu processo evolutivo.
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Rio Paranapanema

Figura 1 —Mapa locais de coleta — a) Rio Agua dos Patos, municipio de Iepé/SP, b) Rio

Taquari, em Jataizinho/PR e ¢) Rio Agua das Pedras, em Londrina/PR
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Figura 4 — Cromossomos B de R. quelen com banda C e seus respectivos idiogramas (a) B
totalmente heterocromatico (b) B parcialmente heterocromatico
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Tabela 1 — Freqiiéncia de cromossomos B nas células somaticas de R. quelen do Rio Agua dos Patos

, N° DE CROMOSSOMO B TOTAL N° DE
INDIVIDUO  SEXO

0 1 2 CELULAS
2936/435 Q 24 2 0 26
2937/436 Q 22 2 0 24
2938/437 Q 12 1 0 13
2939/438 Q 17 6 2 25
3346 3 24 4 1 29
3347 Q 19 11 5 35
3372 ? 16 4 0 20
3374 3 16 0 20
3375 3 14 4 0 18
Total 164 38 8 210
(%) 78,1 18,1 3.8 100

Tabela 2 — Fregiiéncia de cromossomos B nas células somaticas de R..quelen do Rio Agua das Pedras

. N° DE CROMOSSOMO B~ TOTAL N° DE
INDIVIDUO SEXO

0 1 2 CELULAS
2831 Q 25 3 1 29
2845 Q 17 1 1 19
2846 Q 17 16 5 38
2847 Q 11 2 0 13
431 3 17 3 0 20
Total 87 25 7 119

(%) 73,1 21 59 100




Tabela 3 — Freqiiéncia de cromossomos B nas células somaticas de R.. quelen do Rio Taquari

, N° DE CROMOSSOMO B TOTAL N° DE
INDIVIDUO  SEXO

0 1 2 CELULAS
1959 Q 16 9 2 27
1961 ? 22 1 2 25
2474 Q 19 0 0 19
2804 3 17 16 9 42
2805 3 11 7 1 19
2911 3 11 5 7 23
3305 Q 8 6 2 16
Total 104 44 23 171
(%) 60,82 25,73 1345 100

Tabela 4 — Freqiiéncia de cromossomos B nas células somaticas de R. quelen da Piscicultura

N° DE CROMOSSOMO B~ TOTAL N° DE

INDIVIDUO )
0 1 2 CELULAS
211 17 0 2 19
212 8 2 3 13
213 4 13 2 19
214 12 0 0 12
Total 41 15 7 63

(%) 65,08 23,81 11,11 100




Tabela 5 — Cromossomos B no género Rhamdia. 2n= numero dipléide; Bs = cromossomo supranumerario; m=
metacéntrico; sm = submetacéntrico; a = acrocéntrico Ref.= referéncias.
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Género/Espécie Localidade 2n Numero de Bs Tipo/Tamanho Heterocromatina Rf.
R. branneri. Rio Iguagu/PR 58 0-2 m e sm, médio parcialmente 1
R. branneri Rio Iguacu/PR 58 - - - 2

R. hilarii Rio Onga / SP 58 - - - 3
R. hilarii Represa Monjolinho / SP 58 0-5 m, pequeno a médio parcialmente 4
R.cf. hilarii Reservatorio Jurumirim/SP 58 0-3 m, pequeno totalmente 5
R.cf. hilarii Ribeirdo Quinta/SP 58 0-3 m, pequeno totalmente 5
R.cf. hilarii Ribeirdo Jacutinga/ SP 58 0-3 m, pequeno totalmente 5
R.cf. hilarii Ribeirdo Horteld/ SP 58 0-3 m, pequeno totalmente 5
R.cf. hilarii Rio Araqua/SP 58 0-3 m, pequeno totalmente 5
R.cf. hilarii Rio Pardo/SP 58 0-3 m, pequeno totalmente 5
R. hilarii Reservatorio Lobo/SP 58 0-3 m, médio parcialmente 6
R. hilarii Reservetorio “29”/ SP 58 0-5 m, médio parcialmente 6
R. hilarii Rio Mogi-Guagu/SP 58 - - - 6
R. hilarii Rio Aguapey/Ar 58 - - - 6
R. hilarii Rio Sdo Franscisco/MG 58 2 m, médio parcialmente 6
R. hilarii Rio Mogi-guagu/SP 58 0-2 m, médio parcialmente 7
R. hilarii Rio Aguapey/Ar 58 - - - 8
R. quelen Lagoa dos Quadros/ RS 58 0-2 m, médio totalmente 9
R. quelen Rio Guaiba/RS 58 0-2 m, médio totalmente 9
R. quelen Rio Mogi-Guagu/SP 58 4 m, médio parcialmente 6
R. quelen Rio Iguagu/SC 58 0-1 m, médio parcialmente 6
R. quelen Rio Parand/Ar 58 - - - 6
R. quelen Rio Parana/Ar 58 - - - 8
R. quelen Rio Iguagu/PR 58 0-1 m totalmente 10
R. quelen Rio Taquarussu/PR 58 1-4 m, médio a grande parcialmente 11
R. quelen Ribeirdo Maringd/PR 58 - - - 11
R. quelen Rio Uberabinha/MG 58 0-7 m,sm, a, pequeno a total ou parcialmente 12
médio
R. quelen Ribeirdo Lindéia/PR 58 - - - 13
R. quelen Planalto da Bodoquena/ MS 58 1-2 m e sm, pequeno eucromatico 19
R. quelen Rio Agua dos Patos/SP 58 1-2 m, pequeno totalmente 20
R. quelen Rio Agua das Pedras/PR 58 1-2 m, pequeno totalmente 20
R. quelen Rio Taquari/PR 58 1-2 m, pequeno totalmente 20
R. quelen Piscicultura FUNPIVI/SC 58 1-2 m, pequeno parcialmente 20
R.sapo Buenos Aires/Ar 58 0-1 mea - 17
R.sp. Rio Iguagu/PR 58 0-2 m, pequeno eucromatico 1
R.sp. Ribeirdo Grande 58 0-4 m, pequeno totalmente 18
R. voulezi Rio Iguagu/PR 58 0-2 m, médio eucromatico 1

Ref.: 1) Abucarma e Martins-Santos, 2001; 2) Roman e Margarido, 2002; 3) Ferrari e Toledo, 1976; 4) Fenocchio e Bertollo, 1990; 5)
Vissotto et al., 1999; 6) Fenocchio et al., 2000; 7) Maistro et al., 2002; 8) Fenocchio et al., 2003; 9) Hochberg e Erdtmann, 1988; 10) Swarca
et al., 2003a; 11) Stivari e Martins-Santos, 2003; 12) Guilherme, 2005; 13) Tsuda, 2005; 17) Valcarcel et al., 1993; 18) Garcia et al.,2003;

19) Moraes, 2007; 20) presente estudo
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CAPITULO 3

Bandamento cromossomico em Rhamdia quelen (Siluriformes, Heptapteridae)

de diferentes populacdes: consideragdes evolutivas sobre o género *

* Este artigo serd enviado para Genetical Research
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Bandamento cromossomico em Rhamdia quelen de diferentes populagdes:

consideragdes evolutivas sobre o género *

Vivian Patricia Oliveira de Moraes, Juliana de Souza Carneiro & Ana Lucia Dias

Resumo

Neste trabalho foram analisadas 4 populagdes de R. quelen. Todas apresentaram a
mesma formula cariotipica constituida por 36m+16sm+6st ¢ NF = 116. As populagdes dos
rios Agua dos Patos (SP), Agua das Pedras (PR) e da Piscicultura FUNPIVI (SC)
apresentaram uma constri¢do secunddria no brago curto do par 28 (st), coincidente com a
NOR, enquanto que na populagdo do Rio Taquari, a NOR foi visualizada na regido terminal
do braco curto do par 23(sm), onde os cromossomos homologos apresentaram um
heteromorfismo desta regido entre eles. A hibridagdo in situ com sonda de DNAr 18S foi
realizada apenas na populacdo da Piscicultura, confirmando 1 par de cromossomos com
cistrons ribossomicos.Em todas as populagdes foram encontrados cromossomos B
metacéntricos de tamanho médio. O padrao de distribuicao da heterocromatina foi semelhante
em todas as populagdes, restringindo-se a fracas marcagdes nas regides terminais dos
cromossomos, sendo a NOR banda C positiva. O tratamento com CMA; revelou apenas a
NOR com marcagdo fluorescente e com DAPI ndao foi evidenciada nenhuma regido
cromossdmica. A associagao das técnicas de BC + CMAj3; mostrou somente a heterocromatina
associada a NOR GC rica. Resultados com BC+DAPI foram favoraveis apenas em duas
populagdes, sendo observadas algumas marcagdes fluorescentes, demonstrando, portanto,

algumas regides heterocromaticas ricas em AT.

Palavras — chave: Rhamdia quelen. NOR. BC. CMA3, DAPI .



Introducio

O género Rhamdia, pertencente a familia Heptapteridae, compreende cerca de 28
espécies validas (Froese e Pauly, apud Stivari e Martins-Santos, 2004), das quais apenas sete
foram analisadas citogeneticamente: Rhamdia sapo, Rhamdia sp, Rhamdia branneri, Rhamdia
laticauda, Rhamdia voulezi, Rhamdia hilarii e Rhamdia quelen.

Estudos citogenéticos revelaram para a maioria das populagdes de Rhamdia analisadas
um namero diploide igual a 58 cromossomos (Fenocchio et al., 2000; Maistro et al., 2002;
Swarca et al., 2003; entre outros); entretanto, variagdes numéricas intra e interindividuais ja
foram encontradas em varias populagdes e/ou espécies do género, devido a presenca de
cromossomos supranumerarios ou Bs, sendo a maior quantidade encontrada por Guilherme
(2005), na populacdo de Rhamdia quelen do rio Uberabinha/MG, que apresentou, em um
mesmo individuo, até 7 cromossomos B.

A regido organizadora de nucléolos (NORs) para o género Rhamdia esta localizada,
geralmente, em um Unico par cromossomico, na regido terminal do brago curto, podendo ser
do tipo submetacéntrico (Vissotto et al., 1999; Stivari e Martins-Santos, 2004) ou
subtelocéntrico (Fenocchio et al., 2000; Swarga et al., 2003; Stivari e Martins-Santos, 2004).

A heterocromatina neste grupo de peixes tem sido encontrada em pequena quantidade,
basicamente distribuida em algumas regides terminais dos bragos cromossdmicos (Fenocchio
et al., 2000; Swarg¢a et al., 2003).

O tratamento com fluorocromos base especificos tém sido amplamente utilizado nos
cromossomos de Rhamdia. A cromomicina Az (G-C especifico) revela, geralmente, marcagao
fluorescente coincidente com a NOR (Garcia et al., 2003; Fenocchio et al., 2003), enquanto
que o DAPI (A-T especifico) tem apresentado marcacdo homogénea em todos os

cromossomos (Swarga et al., 2003).
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Por fim, uma outra técnica que vem sendo realizada ¢ a hibridagdo in sifu com
fluorescéncia, principalmente com sondas de DNAr 18S, sendo visualizados com precisao e
exatidao a localizacao de cistrons ribossdmicos. Tais dados ja foram obtidos por Fenocchio et
al. (2003b) em R. quelen e Garcia et al. (2003) em Rhamdia sp.

O presente estudo tem como objetivo uma andlise comparativa entre 4 populagdes de
Rhamdia quelen, através de diferentes bandamentos cromossdmicos, visando compreender o

processo de evolugdo cariotipica neste grupo de peixes.

Material e Métodos

Foram analisados 25 exemplares de Rhamdia quelen de quatro localidades distintas,
sendo nove exemplares (3 machos, 5 fémeas e 1 de sexo indeterminado) coletados no Rio
Agua dos Patos, Iepé/SP, cinco exemplares (1 macho ¢ 4 fémeas) do Rio Agua das Pedras,
Londrina/PR, sete exemplares (3 machos, 3 fémeas e 1 de sexo indeterminado) do Rio
Taquari, Jataizinho/PR e quatro exemplares da Piscicultura FUNPIVI (Fundacdo de
Piscicultura do Vale do Itajai), em Timbo/SC.

As preparagdes cromossomicas foram obtidas, para as popula¢des de Agua das Pedras,
Agua dos Patos e do Rio Taquari através da técnica de preparagio direta descrita por Bertollo
et al. (1978), onde foi utilizado o rim posterior dos exemplares. Para as populagdes da
Piscicultura e também de Agua das Pedras foi realizada a técnica de cultura de linfocitos
proposta por Fenocchio e Bertollo (1988). Os cromossomos foram classificados em
metacéntricos (m), submetacéntricos (sm) e subtelocéntricos (st), segundo a metodologia
proposta por Levan et al.(1964), sendo todos considerados com dois bragos para célculo do

nimero fundamental (NF).
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O padrao de distribuicdo da heterocromatina foi obtido realizando-se a técnica de
Banda C descrita por Sumner (1972). A deteccao da regido organizadora de nucléolos foi
realizada através da impregnagdo por nitrato de prata e pela técnica de hibridagdo in sifu com
fluorescéncia, proposta por Howell & Black (1980) e Swarca ef al. (2001), respectivamente.
Os tratamentos com fluorocromos base especificos cromomicina A3 (CMA3) e DAPI foram
realizados, respectivamente, segundo as metodologias descritas por Schmid (1980) e

Schweizer (1976).

Resultados

Todos os exemplares analisados apresentaram numero diploide igual a 58
cromossomos com formula cariotipica de 36m + 16sm + 6st e NF = 116 (Figura la). Os
individuos dos rios Agua das Pedras e Agua dos Patos e da Piscicultura apresentaram
constricdo secundaria no brago curto do par 28 (st). Em todas as populagdes foram
encontrados cromossomos B, com variacao inter e intraindividual de 1 a 2 (Figura 1a).

A banda C revelou fracas marcacdes nas regioes terminais de quase todos os
cromossomos, sendo que, em alguns, esta marcagdo foi observada em ambos os bragos
(Figura 1b). A constri¢do secundaria no par 28 dos exemplares de Agua dos Patos, Agua das
Pedras e Piscicultura apresentou-se heterocromatica (Figura 2a), assim como a regiao terminal
do brago curto do par sm 23 da populacdo do Rio Taquari, sendo nesta tltima observado
heteromorfismo entre os cromossomos homologos (Figura 2b).

Quando realizada a técnica de impregnagao por nitrato de prata, as marcagdes foram
coincidentes com a constri¢do secundaria do par 28 subtelocéntrico nas trés populacdes onde
esta era visualizada (Figura 2a), e na populacdo do Rio Taquari a NOR apresentou-se na
regido terminal do brago curto do par 23 submetacéntrico (Figura 2b), mantendo o

heteromorfismo observado na banda C. Foi realizada hibridagdo in situ com fluorescéncia
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(FISH), com sonda de DNAr 18S, apenas na populagdo da Piscicultura, onde foi confirmada a
localizagao da NOR no par 28(st).

O tratamento com o fluorocromo CMA; apresentou em todas as populagdes marcagao
coincidente com a NOR (Figura 3a) e com o DAPI a coloracdo apresentou-se homogénea
(Figura 3b).

A associagdo de BC + CMA; apresentou marcacdo fluorescente em apenas 1 par
cromossomico (Figura 3c) e BC+DAPI mostrou resultados favoraveis apenas em duas
populacdes, Agua das Pedras e Agua dos Patos, sendo observados alguns cromossomos com

marcacoes fluorescentes (Figura 3d).

Discussao

As quatro populagdes de Rhamdia quelen aqui analisadas apresentaram o numero
diploide 2n=58, corroborando com os dados obtidos, até entdo, em todas as populagdes e/ou
espécies de Rhamdia, sendo esta uma caracteristica conservada neste grupo de peixes (Tabela
1). Apenas uma populagdo de R. sapo, estudada por Gonzales (1994) apresentou um 2n=56.
Entretanto, apesar da conservagdo do numero diploide, variagdes na férmula cariotipica sdo
encontradas no género. A distribui¢do de 36m +16sm + 6st foi constante nas populacdes do
presente estudo, anteriormente descrita apenas para R. guelen do Planalto da Bodoquena por
Moraes (2007) sendo, portanto, diferente de todas as outras (Tabela 1) mantendo, porém, a
predominancia de cromossomos metacéntricos e submetacéntricos, revelando um ntmero
fundamental maior que 100 para o género.

Estas divergéncias em relagdo a féormula cariotipica, podem ser atribuidas a rearranjos

cromossOmicos que vem ocorrendo nas populagdes ao longo dos anos ou, ainda, por
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diferencas na condensa¢do dos cromossomos, levando os autores a diferencas nas medidas
cromossdmicas, visto que neste género 0s cromossomos sao muito pequenos.

Stivari e Martins-Santos (2004) analisando uma populagdao de R. guelen do ribeirdo
Maringa, obtiveram dois citotipos, onde 77,42% dos exemplares apresentaram a formula
cariotipica de 26m + 22sm + 6st + 4a e 22,58% apresentaram 26m + 24sm + 8st. Segundo os
autores, isto estaria ocorrendo devido a rearranjos cromossdmicos estruturais, caracterizando
uma diferenca intrapopulacional. Embora ocorram variacdes na macroestrutura cariotipica
tanto inter quanto intrapopulacionais no género, este fato ndo foi observado entre as quatros
populagdes aqui analisadas, mantendo-as conservadas em relacdo 4 constituicdo
cromossomica.

A presenga de cromossomos supranumerarios ou Bs também tem sido caracteristica do
género Rhamdia (Tabela 1). As populacdes de R. quelen do presente estudo apresentaram este
tipo de cromossomo, cuja ocorréncia e freqliéncia foram analisadas por Moraes (2007), sendo
evidenciados Bs total e parcialmente heterocromaticos.

O padrao de distribuicdo da heterocromatina foi semelhante em todas as populacdes de
R. quelen aqui analisadas, sendo observadas com fracas marcagdes terminais nos
cromossomos, bem como em ambos os bracos de alguns deles e também na constricao
secundéria das popula¢des de Agua das Pedras, Agua dos Patos e da Piscicultura e no brago
curto do par 23 do Rio Taquari. A distribui¢do de fracas marcagdes heterocromaticas
terminais € tipica do género, sendo descrita em diversas populacdes, no entanto, marcagdes
nas regides terminais de ambos o0s bragos cromossdmicos apenas foram descritas por
Fenocchio e Bertollo (1990) em Rhamdia hilarii e por Garcia et al. (2003) em Rhamdia sp,
portanto em R. quelen este ¢ o primeiro relato de heterocromatina em ambas extremidades,
podendo ser considerada uma importante caracteristica para diferenciacdo entre as populacdes

e/ou espécies do género.
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A NOR foi coincidente com a banda C, estando presente na constricdo secundaria no
par 28 (st) das populagdes dos rios Agua dos Patos, Agua das Pedras e da Piscicultura, e no
braco curto do par 23 (sm) nos individuos do Rio Taquari, apresentando um heteromorfismo
de tamanho desta regido entre os homologos, como visualizado na banda C. Portanto, em
todas as populagdes de R. guelen aqui analisadas, a NOR mostrou-se heterocromatica.

Este padrao de NOR simples € bem conservado no género Rhamdia, entretanto, NORs
multiplas foram encontradas em R. branneri ¢ Rhamdia sp. provenientes do Reservatorio da
Usina de Salto Segredo (Governador Ney Braga)/ Rio Iguagu —PR descritas por Abucarma e
Martins-Santos (2001), sendo estas as tnicas descrigdes de NORs multiplas para este género.
A variabilidade nos tipos cromossomicos portadores da NOR, entre as populagdes e/ou
espécies de Rhamdia (Tabela 1), como foi observado no presente estudo, pode também ser
atribuida a ocorréncia de rearranjos cromossdmicos, como inversdes e/ou translocagoes.

O heteromorfismo da NOR entre os cromossomos homologos que foi observado
apenas na populag¢do do rio Taquari, também j& foi descrito por Fenocchio et al. (2003) e
Stivari e Martins-Santos (2004) em R. quelen. Através da hibridacdo in situ com fluorescéncia
(FISH) Fenocchio et al. (2003) confirmaram que este heteromorfismo era apenas funcional.
No presente trabalho, a hibridagdo com sonda de DNAr 18S foi realizada apenas na populacdo
da piscicultura, confirmando, que os cistrons ribossdmicos estavam localizados no par
cromossdmico 28 (st).

Pelo tratamento com o fluorocromo cromomicina A3 as NORs nas quatro populagdes
mostraram-se positivas sendo, portanto GC ricas. Com o DAPI ndo foi evidenciada nenhuma
marcagdo mais fluorescente para as populagdes, revelando a auséncia de regides
cromossomicas ricas em AT para estes individuos. Os mesmos resultados foram obtidos por

Swarga et al. (2003) e Stivari e Martins-Santos (2004) analisando outras populagdes de R.
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quelen, entretanto apenas os primeiros autores utilizaram também o DAPI, onde a NOR se
apresentou mais palida em relacdo aos demais cromossomos.

Quando a banda C foi corada com CMA3;, apenas a NOR mostrou marcagao
fluorescente nas 4 populacdes de R. guelen, mostrando que a heterocromatina presente nesta
regido é GC rica. BC+DAPI foi realizada apenas em exemplares de Agua das Pedras e Agua
dos Patos, onde foram evidenciadas mais regides heterocromdticas ricas em AT,
provavelmente devido ao pré-tratamento com banda C, que relaxa o DNA e aumentando a
acessibilidade deste fluorocromo, uma vez que o tratamento simples ndo identificou nenhuma
marcacao fluorescente. Portanto, a heterocromatina nestas duas tltimas populagdes parece ter
diferente composi¢do apresentando, tanto regides GC quanto AT. em sua composigao.

Swarca et al. (2003), utilizaram esta mesma associacao para a populagdo de R. quelen
do Rio Iguacu, e observaram resultados diferentes dos apresentados aqui. Tanto BC+CMA;
quanto BC+DAPI mostraram varios cromossomos com marcagdes fluorescentes, o que levou
0s autores a sugerirem que a heterocromatina desta populagdo apresenta-se rica em pares GC
intercalados com AT. Desta forma, fica claro que a composi¢cdo da heterocromatina desta
populacdo do rio Iguacu, ¢ distinta das populagdes de R. quelen aqui analisadas, que
mantiveram conservadas entre si a constituicao heterocromatica dos seus cromossomos.

As quatro populagdes de R. guelen aqui analisadas revelaram uma grande similaridade
cariotipica entre elas, pois, além do nimero dipldide caracteristico do género, apresentaram
formula cariotipica, padrao de distribuicdo e composi¢ao da heterocromatina, e NOR simples
iguais, sem contar a presenca de Bs, mesmo sendo uma populacio de Piscicultura e as outras
trés naturais. A Unica variagdo mais evidente observada foi em relagdo ao par portador da
NOR. Estas mesmas caracteristicas podem ser observadas nos dados descritos na literatura

para o género, demonstrando que o processo evolutivo neste grupo de peixes ¢ mais
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conservativo, ndo descartando, no entanto, que rearranjos cromossOmicos possam estar

ocorrendo entre algumas populacdes e/ou espécies de Rhamdia.
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Figura 1 — Cariotipo Rhamdia quelen (a) Giemsa, (b) Banda C
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Figura 2 — (a) par 28 das populacdes do rio Agua dos Patos, Agua das Pedras e da Piscicultura
FUNPIVI submetido a BC e a NOR (b) par 23 da populacdo do Rio Taquari submetido a BC
e a NOR (c) FISH da popula¢ao da Piscicultura

Figura 3 — Metafases somaticas de Rhamdia quelen com: (a) CMA3, (b) DAPL, (c) BC +
CMA, (d) BC + DAPI das populagdes de Agua dos Patos e Agua das Pedras



Tabela 1 —Dados Citogenéticos no género Rhamdia: 2n = numero dipléide, NF = nimero fundamental, NOR =
regido organizadora de nucléolos, bc = brago curto, bl = brago longo, m = metacéntrico, sm = submetacéntrico,

st = subtelocéntrico, a = acrocéntrico, Ref. = referéncia
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Espécie Localidade 2n Formula Cariotipica NF NOR Ref.
R branneri. Rio Iguagu/PR 58 36m+14sm+4st+4a 112 1 par a, bc e | par st, bl 1
R. hilarii Rio Onga / SP 58 36m+18sm+8a 116 - 2
R. hilarii Represa Monjolinho / SP 58 - > 100 1 par, bc, BC+ 3
R.cf. hilarii  Reservatério Jurumirim/SP 58 30m+18sm+10st 106 1 par sm, bc 4
R.cf. hilarii Ribeirdo Quinta/SP 58 30m+18sm+10st 106 1 par sm, bc 4
R.cf. hilarii Ribeirdo Jacutinga/ SP 58 30m+18sm+10st 106 1 par sm, bc 4
R.cf. hilarii Ribeirdo Horteld/ SP 58 30m+18sm+10st 106 1 par sm, bc 4
R.cf. hilarii Rio Araquéd/SP 58 30m+18sm+10st 106 1 par sm, bc 4
R.cf. hilarii Rio Pardo/SP 58 30m+18sm+10st 106 1 par sm, bc 4
R. hilarii Reservatorio Lobo/SP 58 - ~108 1 par st, bc, BC+ 5
R. hilarii Reservatorio “29”/ SP 58 - ~108 1 par st, bc, BC+ 5
R. hilarii Rio Mogi-Guagu/SP 58 - ~108 1 par st, bc, BC+ 5
R. hilarii Rio Sdo Franscisco/MG 58 - ~108 1 par st, bc, BC+ 5
R. hilarii Rio Aguapey/Ar 58 - ~108 1 par st, bc, BC+ 5
R. hilarii Rio Mogi-guagu/SP 58 58 m/sm 116 1 par m-sm, bc, BC+ 6
R. hilarii Rio Aguapey/Ar 58 26m+16sm+8st+8a 108 1 par a, bc 7
R. quelen Lagoa dos Quadros/ RS 58 52m/sm/st +6a 110 1 par a, bc 8
R. quelen Rio Guaiba/RS 58 52m/sm/st +6a 110 1 par a, bc 8
R. quelen Rio Mogi-Guagu/SP 58 - ~108 1 par st, bc, BC+ 5
R. quelen Rio Iguagu/SC 58 - ~108 1 par st, bc, BC+ 5
R. quelen ,Rio Parana/Ar 58 - ~108 1 par st, bc, BC+ 5
R. quelen Rio Parand/Ar 58 26m+16sm+8st+8a 108 1 par a, be 7
R. quelen Rio Iguagu/PR 58 32m+16sm+6st+4a 108 1 par st, bc, BC+ 9
R. quelen Rio Iguacu/PR 58 32m+16sm+6st+4a 116 1 par st, bc, BC+ 10
R. quelen Rio Taquarussu/PR 58 26m+20sm+6st+6a 110 1 par st, bc 11
R. quelen Ribeirdo Maringa/PR 58 26m+22sm+6st+4a/ 110 1 par sm, bc 11
26m+24sm+8st
R. quelen Rio Uberabinha/MG 58 26m+20sm+8st+4a - 1 par m, be 12
R. quelen Ribeirdo Linddia/PR 58 30m+14sm+10st+4a 112 1 par sm, bc 13
R. quelen Ribeirdo Linddia/PR 3n=87 45m+21sm+15st+6a 168 1 par sm, bc 13
R. quelen  Planalto da Bodoquena/ MS 58 36m+ 16 sm + 6 st 116 1 par sm, bc 14
R. quelen Rio Agua dos Patos/SP 58 36m+ 16 sm + 6 st 116 1 par sm, bc 17
R. quelen Rio Agua das Pedras/PR 58 36m+ 16 sm + 6 st 116 1 par sm, bc 17
R. quelen Rio Taquari/PR 58 36m+ 16 sm+ 6 st 116 1 par sm, bc 17
R. quelen Piscicultura FUNPIVI/SC 58 36m+ 16 sm+ 6 st 116 1 par sm, bc 17
R.sapo Buenos Aires/Ar 58 44 m/sm + 14st/a - - 15
R. sp. Rio Iguagu/PR 58 36m+14sm+4st+da 112 1 par a, bc 1
R.sp. Ribeirdo Grande 58 46m/sm+12st/a - 1 par st, be 16
R.sp. Ribeirdo Grande 3n=87 69m/sm+18st/a - 1 par st, bc 16
R. voulezi Rio Iguagu/PR 58 36m+14sm+4st+4a 112 1 par a, bc e | par st, bl 1

Ref.: 1) Abucarma e Martins-Santos, 2001; 2) Toledo e Ferrari, 1976; 3) Fenocchio e Bertollo, 1990; 4) Vissotto et al., 1999; 5) Fenocchio et
al., 2000; 6) Maistro et al., 2002; 7) Fenocchio et al., 2003a; 8) Hochberg e Erdtmann, 1988; 9) Fenocchio et al., 2003b; 10) Swarga et al.,
2003a; 11) Stivari e Martins-Santos, 2004; 12) Guilherme. 2005; 13) Tsuda, 2005; 14) Moraes, 2007; 15) Valcarcel et al., 1993; 16) Garcia
et al.,2003; 17) presente estudo
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CONSIDERACOES FINAIS

. A formula cariotipica obtida para Rhamdia quelen das cinco populacdes aqui
analisadas foi de 36 m + 16 sm + 6 st, totalizando 58 cromossomos ¢ NF = 116, sendo,
portanto, caracteristicas comuns a todas;

J Em todas as localidades os exemplares de R. quelen apresentaram de 1 a 2
cromossomos B de tamanho médio, com variacao tanto inter como intraindividual;

. Os cromossomos B apresentaram-se totalmente heterocromaticos nas populagdes dos
rios Agua dos Patos, Agua das Pedras e Taquari, parcialmente heterocromaticos nos
exemplares da Piscicultura e eucromadticos nos exemplares do Planalto da Bodoquena
indicando que, embora a origem destes cromossomos possa ser de um mesmo ancestral, eles
estariam em diferentes estadgios no processo de heterocromatinizagao;

o As NORs foram observadas na regido terminal do brago curto de um par de
cromossomos, a saber, o par 28 (st) em Agua dos Patos, Agua das Pedras e Piscicultura, sendo
coincidente com a constricdo secundaria, o par 23 (sm) no Rio Taquari , onde os homologos
apresentaram heteromorfismo desta regido, € o par 20 (sm) nos exemplares do Planalto da
Bodoquena, sugerindo que rearranjos cromossdmicos envolvendo estas regides possam estar
ocorrendo;

. A técnica de hibridacao in situ (FISH) com sonda de DNAr 18S, realizada em R.
quelen da populagdo da Piscicultura, confirmou a localizacdo da NOR no par 28 (st);

. O fluorocromo CMAj; evidenciou regides ricas em GC apenas para as NORs em todas
as populagdes. O DAPI ndo evidenciou marcagdes fluorescentes;

o Através da banda C, a maioria dos cromossomos do complemento normal,
apresentaram marcagdes heterocromaticas nas regides terminais de um ou ambos 0s bragos

cromossdmicos para as cinco populacdes, sendo a NOR banda C positiva em todas elas. No
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entanto, apenas a populacdo da Bodoquena mostrou no par 2 (m) trés bandas mais evidentes,
duas terminais € uma pericentromeérica, sugerindo ser um par marcador para esta populagao;

. A técnica BC+CMA; nao apresentou diferenca em relacdo ao tratamento simples,
portanto apenas a heterocromatina associada 8 NOR apresentou-se rica em GC;

. BC+DAPI revelou resultados satisfatorios em 3 populagdes, Agua das Pedras, Agua
dos Patos e Bodoquena, onde foram observadas varias marcagdes fluorescentes, sendo que
nos exemplares da Bodoquena, o par 2(m) apresentou um dos homoélogos mais fluorescente
que os demais, indicando que a heterocromatina destas populagdes sdo ricas em pares de
bases AT.

. Os dados apresentados mostram uma evolugdo cariotipica mais conservativa no género
Rhamdia, revelando algumas caracteristicas proprias na populagdo do Planalto da
Bodoquena/MS, ndo descartando, no entanto, que rearranjos cromossdmicos possam estar

ocorrendo neste grupo de peixes.
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