Universidade
Estadual de LondRrina

JUCELI GONZALEZ GOUVEIA

“ESTUDOS CITOGENETICOS EM PEIXES DAS FAMILIAS
HEPTAPTERIDAE E PSEUDOPIMELODIDAE
(SILURIFORMES)”

Londrina
2012



JUCELI GONZALEZ GOUVEIA

“ESTUDOS CITOGENETICOS EM PEIXES DAS FAMILIAS
HEPTAPTERIDAE E PSEUDOPIMELODIDAE
(SILURIFORMES)”

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos—
Graduacao em Genética e Biologia Molecular,
da Universidade Estadual de Londrina, como
requisito parcial para a obtengdo do titulo de
Mestre.

Orientadora: Dra. Ana Ldcia Dias

Londrina
2012



Catalogacao elaborada pela Divisao de Processos Técnicos da Biblioteca Central da
Universidade Estadual de Londrina.

Dados Internacionais de Catalogacéo-na-Publicacéo (CIP)

G719¢ Gouveia, Juceli Gonzalez.
Estudos citogenéticos em peixes das familias Heptapteridae e Pseudopimelodidae

(Siluriformes) / Juceli Gonzalez Gouveia. — Londrina, 2012.
72 f. 11l
Orientador: Ana Lucia Dias.
Dissertacao (Mestrado em Genética e Biologia Molecular) — Universidade
Estadual de Londrina, Centro de Ciéncias Biologicas, Programa de Pos-Graduagao
em Genética e Biologia Molecular, 2012.
Inclui bibliografia.
1. Peixe — Citogenética — Teses. 2. Peixe — Cariotipos — Teses. 3. Bagre (Peixe) — Teses. 4.
Ictiologia — Teses. 1. Dias, Ana Lucia. II. Universidade Estadual de Londrina.

Centro de Ciéncias Biologicas. Programa de Pos-Graduacdo em Genética e
Biologia Molecular. III. Instituto Agrondémico do Parana. IV. EMBRAPA. V. Titulo.

CDU 576.312.32:597




JUCELI GONZALEZ GOUVEIA

“ESTUDOS CITOGENETICOS EM PEIXES DAS FAMILIAS
HEPTAPTERIDAE E PSEUDOPIMELODIDAE (SILURIFORMES)”

Dissertagdo apresentada ao Programa de Pés—
Graduacdo em Genética e Biologia Molecular,
da Universidade Estadual de Londrina, como
requisito parcial para a obtengdo do titulo de
Mestre.

BANCA EXAMINADORA

Prof® Dr. Alberto Sergio Fenocchio
Universidade Nacional de Misiones

Prof* Dra. Lucia Giuliano Caetano
Universidade Estadual de Londrina

Prof® Dra. Ana Lucia Dias
Universidade Estadual de Londrina

Londrina, 17 de fevereiro de 2012



A Deus, meus pais, Edson
e demais familiares!
Minha coragem vem de vocés!



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus por me dar forca para enfrentar os
desafios da vida e por me proporcionar tantas realizagdes durante a concretizagdo desse
sonho.

A minha orientadora prof* Dra. Ana Lucia Dias, por ter aceitado me
orientar e ter me ensinado muitas coisas durante esses dois anos, principalmente a ter
paciéncia e fazer cada coisa na sua hora certa.

Agradeco também as professoras Dra. Lucia Giuliano Caetano e Dra.
Renata da Rosa, pelo apoio e contribui¢do a esse trabalho em minha banca de qualificacao, e
também por serem pessoas que estdo sempre prontas a ajudar.

Aos membros da banca examinadora prof®. Dr. Alberto Sergio Fenocchio e
a prof* Dra. Lucia Giuliano Caetano, por aceitarem contribuir com sugestoes neste trabalho.
Muito obrigada!

A Universidade Estadual de Londrina e ao programa de Pés-Graduagio em
Genética e Biologia Molecular, pela estrutura necessaria para realiza¢ao deste trabalho.

A Sueli, secretaria da Pés-Graduagio da UEL, por ser prestativa e nos
auxiliar nas partes burocraticas da Pos. Aos técnicos de laboratorio, Dario e Melissa, pela
ajuda no laboratorio.

Aos colegas do laboratério de Citogenética Animal (LACA): Marceléia,
Angélica de Paula, Natalia, Angélica Rossoti, Larissa Pires, Tatiana, Larissa Lacerda, Jamille,
Josivanda, Fabio, Vanessa, Ana Claudia, Laura e Vivian, obrigada a todos pela disposi¢ao de
me ajudar quando cheguei ao laboratorio e por me acolherem, e auxiliarem nas técnicas que
ndo tinha entendimento (Marce e Larissa Pires obrigada por me ajudarem com a FISH). E
também muito obrigada pela oportunidade de conviver com vocés e pelos momentos de
descontragao.

As amigas, Laura, Glaucia, Vick, Priscila, Diana, Alessandra, Virginea,
amizades que construi em Londrina e que quero levar para o resto da vida. Obrigada meninas
pela parceria, pelos momentos e conversas agradaveis durante as saidas, reunides em casa e
principalmente por serem amigas para todas as horas.

A Edihanne, por me apresentar a UEL, me acolher na chegada em
Londrina e pela amizade durante todos esses anos.

Aos amigos da faculdade e afins “amigos de caminhada”, Elton, Isis,

Tatiana, Juliana, Tatiane, Rafael, Brunna, André, Gustavo, obrigada a todos pelos momentos



de alegrias que me proporcionam, mesmo estando longe, por sempre nos encontramos quando
podemos e sempre sao momentos maravilhosos. Muito Obrigada!

A Vivian, por ser amiga e parceira de verdade (inclusive na realizacao
desse trabalho), nos momentos bons e dificeis e por me ensinar que quando pedimos para
Deus com fé, ele nos atende.

Ao meu namorado Edson, pelo companheirismo, pela compreensao e o
respeito por todos esses dias que estamos longe. Obrigada também pelos conselhos, pelo
apoio e por sempre acreditar no meu potencial. Amo vocé!

Ao meu sogro Delmar e sogra Eva, cunhados e cunhadas, obrigada por me
acolherem e me fazer sentir parte da familia, pelos momentos de conversas e finais de
semanas, pela viagem maravilhosa a Aparecida do Norte, momentos inesqueciveis, meu
obrigada aos “Da Rosa”.

Em especial a minha familia que ¢ o meu porto seguro ¢ a minha vida.
Agradeco pelo carinho, apoio incondicional de meus pais Moisés e Digna, minha irma Marta,
meu irmdo Jaime, por fazerem parte da minha vida e me ajudarem sempre que preciso,
minimizando as dificuldades durante a caminhada. Obrigada minhas sobrinhas Leticia e
Gabriele (e o sobrinho que esta chegando), pelas alegrias que trazem a nossa familia e por
serem criancas maravilhosas. Obrigada a todos vocés e demais familiares por fazer valer a
pena cada esforgo que tenho.

Enfim, obrigada amigos, colegas, professores, namorado, familiares, entre
outros, por tornarem essa jornada mais facil e possivel devido ao apoio e dedicacdo de todos.

Muito obrigada!



“ A alegria esté na luta, na tentativa, no sofrimento
envolvido e ndo na vitoria propriamente dita”
(Mahatma Gandhi)

*“Seja fiel nas pequenas coisas porque
é nelas que mora sua forga™

(Madre Teresa de Calcutd)

“A humildade é a Unica base
solida de todas as virtudes™

(Confucio)
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RESUMO

As familias Heptapteridae e Pseudopimelodidae, da ordem Siluriformes, sdo compostas por
peixes de couro endémicos da regido Neotropical. A familia Heptapteridae ¢ composta por 24
géneros ¢ 189 espécies validas e Pseudopimelodidae por 5 géneros e 29 espécies descritas.
Estudos citogenéticos nessas duas familias ainda sdo escassos, principalmente entre os
pseudopimelodideos. Portanto, visando ampliar as informagoes citogenéticas da ictiofauna da
regido neotropical, o presente trabalho foi realizado em trés espécies da familia Heptapteridae
(Imparfinis schubarti, Imparfinis mirini ¢ Pimelodella meeki) e duas espécies da familia
Pseudopimelodidae (Pseudopimelodus pulcher e Microglanis cottoides). As duas espécies
estudadas de heptapterideos do género Imparfinis apresentaram 2n=58 e niimero fundamental
(NF) igual a 116, com formulas cariotipicas diferenciadas: Imparfinis schubarti possui
30m+28sm e Imparfinis mirini com 36m+22sm. Pimelodella meeki apresentou 2n=46 com
26m+14sm+6st e NF=92, confirmando uma variabilidade no 2n da familia Heptapteridae.
Ambas as espécies de Imparfinis possuem RONSs intersticiais no par 1 coincidentes com uma
constri¢do secundaria e P. meeki apresentou RON terminal no par 17. Todas as AgRONs
foram coincidentes com a sonda de DNAr 18S e positivas para o fluorocromo CMAj ricas
portanto, em bases GC. A distribui¢do e composicao da heterocromatina foram variaveis entre
as espécies. Pimelodella meeki apresentou pouca quantidade, rica em bases AT ¢ GC. A
heterocromatina em Imparfinis schubarti mostrou-se positiva apenas para CMA; Em
Imparfinis mirini um fato interessante foi observado: além da heterocromatina ser positiva
para o DAPI, o brago longo de um dos cromossomos do par 19, apenas dos individuos
machos, mostrou-se totalmente heterocromatico. ApoOs andlises meidticas, esse
heteromorfismo pode ser facilmente identificado em fases de paquiteno e metdfase I,
apresentando-se heteropicnotico e DAPI positivo. Essa caracteristica pode ser um indicio de
diferencia¢do inicial de cromossomos sexuais em Imparfinis mirini, reforcando a grande
variabilidade cariotipica da familia. Entre os pseudopimelodideos estudados,
Pseudopimelodus pulcher e Microglanis cottoides apresentaram 2n=54, o que corrobora com
o 2n descrito para as espécies da familia estudadas, citogeneticamente, até o momento.
Pseudopimelodus pulcher possui 20m+16sm+10st+8a ¢ NF=90, apresentou de 2 a 4 AgRONs
no bragco curto de um par par 12 e do par 23. Ja Microglanis cottoides com
30m+14sm+6st+4a e NF= 104, apresentou apenas um par de cromossomos portador da RON
(par 24). Todas as RONs foram coincidentes com as marcacdes pela sonda de DNAr 18S e
fluorocromo CMAj; Uma fémea de Microglanis cottoides apresentou 45m+21sm+9st+6a
totalizando 81 cromossomos mais 2 cromossomos extras do tipo metacéntricos pequenos € a
RON desse individuo foi localizada em trés cromossomos subtelocéntricos (24), coincidentes
com sitios de DNAr 18S e CMA;, confirmando a ocorréncia de triploidia natural com
cromossomos supranumerarios. A distribuicao da heterocromatina nas duas espécies mostrou-
se semelhante sendo observada nas regides pericentroméricas e terminais de alguns
cromossomos, entretanto, em Pseudopimelodus pulcher a heterocromatina foi positiva tanto
para CMA; como para DAPI, sendo assim rica tanto em pares GC quanto AT, e em
Microglanis cottoides foi apenas DAPI positiva, inclusive 0s cromossomos supranumerarios
do triploide. Este individuo polipléide pode ter se originado a partir de um gameta feminino
diploide, pois tanto a fémea quanto o triploide apresentaram dois cromossomos do primeiro



par parcialmente heterocromadticos, fato este ndo evidenciado nos machos. Os dados
apresentados sao inéditos para P. pulcher e mostram a primeira descrigdo de triploidia natural
com presenga de cromossomos supranumerarios na familia. Esses resultados contribuem com
mais informagdes citogenéticas para Heptapteridae e Pseudopimelodidae, revelando a
importancia dos bandamentos para uma melhor caracterizacdo da estrutura cromossomica das
espécies, buscando assim, um maior entendimento dos processos envolvidos na evolugdo
cariotipica desses grupos de peixes.

Palavras-chave: Bandamento cromossdomico. Cromossomos extras. Heterocromatina.
Heteromorfismo. Ostariophysi. Poliploidia. Variabilidade cariotipica.



GOUVEIA, Juceli Gonzalez. Cytogenetic studies in fishes of the families Heptapteridae
and Pseudopimelodidae (Siluriformes). 2012. 72f. Dissertation (Master’s degree in Genetics
and Molecular Biology) - Universidade Estadual de Londrina, Londrina/PR.

ABSTRACT

The Heptapteridae and Pseudoplimelodidae families from Siluriformes order are composed
for catfishes endemics from Neotropical region. The Heptapteridae family is composed for
24 genera and 189 valid species and Pseudopimelodidae for 5 genus and 29 valid species.
Cytogenetics studies in those families are scarce yet, specially between pseudopimelodids. So,
with the aim of increase cytogenetics informations from neotropical region ichthyofauna, the
present study was realized in three Heptapteridae family species (Imparfinis schubarti,
Imparfinis mirini and Pimelodella meeki) and two Pseudopimelodidade family species
(Pseudopimelodus pulcher and Microglanis cottoides). The two heptapterids species from
Imparfinis genus presented 2n=58 and fundamental number (FN) of 116, with different
karyotypes: Imparfinis schubarti has 30m+28sm and Imparfinis mirini has 36m+22sm.
Pimelodella meeki presented 2n=46 with 26m+14sm+6st and FN=92, confirming a variability
in the diploid number of Heptapteridae family. Both species from Imparfinis genus has
interstitial NOR located in one chromossomic par with a secundary constriction and P. meeki
presented terminal NOR in the par 17. All AgNORs was coincidents with the data obtained
with hybridization with the probe rDNA 18S and CMA;", therefore rich in GC bases. The
distribution and composition of heterochromatin was variable across the species. Pimelodella
meeki showed small quantity of heterochromatin, composed with AT and GC bases. The
heterochromatin in Imparfinis schubarti showed positive for CMAs;. In Imparfinis mirini, an
interesting fact was noted. The heterochromatin was positive for DAPI, and the long arms of
just one chromosome from the 19th pair, just in males, showed completely heterochromatic.
After meiotic analysis, this heteromorphism was easily identified in pachytene and metaphase
I, been heteropicnotic and DAPI". This caracteristic should be an hint of inicial differentiation
of sexual chromosomes in Imparfinis mirini, reinforcing the great kariotypic variability of this
family. In the pseudopimelodid studied, Pseudopimelodus pulcher and Microglanis cottoides
presented 2n=>54, corroborating with 2n discribed for species from this family stydied until
now. Pseudopimelodus pulcher with 20m+16sm+10st+8a and FN=90, presented 2-4 AgNORs
in the short arm from a submetacentric chromosome pair (pair 12) and in a subtelocentric
chromosome pair (pair 23). Microglanis cottoides with 30m+14sm+6st+4a and FN=104,
showed just a pair of chromosome bearing the NOR (pair 24). All the NORs was coincidents
with the FISH with the rDNA 18S probe and with the fluorochrome CMAj;. One female of
Microglanis cottoides presented 45m+21sm+9st+6a, totalizing 81 chromosomes plus 2 small
metacentric chromosomes extra and the NOR in this specimen was located in three
subtelocentrics chromosomes (24), coincident with the rDNA 18S probe and CMA;,
confirming the occurrence of natural triploidy with supernumerary chromosomes. The
heterochromatin distribution in both species showed similar, where was possible see
heterochromatin in pericentromeric and terminal regions of some chromosomes, however in
Pseudopimelodus pulcher the heterochromatin was positive for CMA; and DAPI, wherefor
rich in GC and AT , and in Microglanis cottoides was just DAPI positive, including the
supernumerary chromosomes of the triploidy specimen. The formation of this triploidy
specimen could be from a diploid female gamete, for as the female as the triploid presented
two chromosomes of the first pair parcially heterochromatics, what wasn't seen in the males.
This data are unprecedented for P. pulcher and are the first discription of natural triploidy and



supernumerary chromosomes in this family. These results contribute with more information’s
to Heptapteridae and Pseudopimelodidae revealing the importance of the chromosome
banding for a better characterization of the karyotypic structure and of the processes involved
in the evolution of these groups of fishes.

Key-words: Chromosome banding. Extra chromosome. Ostariophysi. Polyploid. Karyotype
variability.
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1 INTRODUCAO

1.1 CONSIDERACOES GERAIS SOBRE AS FAMILIAS HEPTAPTERIDAE E PSEUDOPIMELODIDAE

As familias Heptapteridae e Pseudopimelodidae pertencentes a ordem
Siluriformes sdo compostas por peixes de couro endémicos dos Neotropicos, possuindo uma
ampla distribui¢do em cursos d’dgua da América Central e do Sul (BOCKMANN;
GUAZELLI, 2003; SHIBATTA, 2003a). Esse grupo de peixes ¢ caracterizado pelo pequeno
tamanho corpdreo, no entanto, a familia Pseudopimelodidae possui alguns exemplares com
porte médio, variando de 5 a 40 cm (SHIBATTA, 2003b) e para espécies de heptapterideos os
peixes apresentam no maximo 20 cm (BOCKMANN; GUAZZELLI, 2003).

Os heptapterideos e pseudopimelodideos de forma geral, sdo encontrados no
fundo de pequenos corpos d’agua ou escondidos na vegeta¢do, vivem em aguas calmas,
possuindo estratégias para captura de presas. Esses animais ndo apresentam dimorfismo
sexual aparente ou cuidado parental da prole, possuem fertilizacdo externa e hébitos
alimentares variados sendo constituidos, em sua maioria, por formas carnivoras ou onivoras
(BOCKMANN; GUAZZELLI, 2003; SHIBATTA, 2003a). Em uma revisao recente da ordem
Siluriformes, Ferraris (2007), propds que a familia Heptapteridae € composta por 24 géneros e
189 espécies validas e Pseudopimelodidae por 5 géneros e 29 espécies validas.

A classificagdo sistematica desse grupo sofreu alteragdes nos ultimos anos.
Anteriormente, Heptapteridae e Pseudopimelodidae pertenciam a familia Pimelodidae,
dividida em trés subfamilias monofiléticas: Pimelodinae, Heptapterinae e Pseudopimelodinae,
de acordo com Shibatta (2003b). Por apresentarem caracteristicas morfoldgicas diferenciadas,
segundo a classificagdo de Reis et al. (2003), grande parte dos pimelodideos foi dividida em
familias distintas, como Heptapteridae descrita por Bockmann e Guazzelli (2003) e
Pseudopimelodidae descrita por Shibatta (2003a). Portanto, as espécies da familia
Heptapteridae e Pseudopimelodidae sdo intimamente relacionadas e, consequentemente, sao
consideradas como grupos irmdos (SULLIVAN et al., 2006).

Essas relacdes taxondmicas fazem com que os peixes desse grupo sejam de
grande interesse para estudos biologicos, sistematicos e citogenéticos. Tais estudos na familia
Pseudopimelodidae ainda sdo escassos, portanto, sua biologia ainda ¢ pouco conhecida. Elas
se diferenciam de outros bagres, por apresentarem uma boca larga, olhos pequenos, margem
orbital e barbilhdes curtos. Sdo peixes com uma coloracdo bonita e, algumas espécies do

género Pseudopimelodus e Cephalosilurus, sdo conhecidas como bagre-sapo ou jat-sapo
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(SHIBATTA, 2003a). Dos poucos estudos existentes nessa familia, alguns sdo relacionados
com Lophiosilurus alexandri por ser uma espécie considerada ameagada de extingdo (ROSA;
MENEZES, 1996 apud SHIBATTA, 2003a).

Os peixes da familia Pseudopimelodidae sdo descritos para diferentes rios e
bacias, como, o género Batrachoglanis, que possui aproximadamente 5 espécies e com
representantes ja coletados na bacia do rio Amazonas, bacias Maracaibo, Orinoco e
Magdalena; o género Cephalosilurus, apresenta 4 espécies distribuidas no Orinoco, Amazonia
e bacia do rio Sdo Francisco; Lophiosilurus, com somente uma espécie descrita, Lophiosilurus
alexandri, possui localizagdo apenas na bacia do rio Sdo Francisco; o género Microglanis,
com 14 espécies e a maior distribuicao, desde a vertente Ocidental dos Andes, no Peru, na
bacia do rio La Plata e também na Argentina; Pseudopimelodus, com 5 espécies, ¢ o segundo
género com maior distribuicao, nos rios da América do Sul e América Central (SHIBATTA,
2003a).

Na familia Heptapteridae os géneros Imparfinis, Pimelodella ¢ Rhamdia,
também constituem espécies amplamente distribuidas nos rios de d4gua doce Neotropicais. O
género Imparfinis, com 18 espécies validas, ¢ um dos géneros filogeneticamente menos
resolvidos na familia (BOCKMANN, 1994 apud KANTEK et al., 2009). Pimelodella com
cerca de 71 espécies distribuidas desde a bacia do rio La Plata, no sul da América do Sul, até
o Panamd, na América Central ¢ um dos géneros mais diversificados da familia (REIS et al.,
2003). O género Rhamdia com 17 espécies descritas, também possui ampla distribuigdo nos
rios de agua doce Neotropical (BOCKMANN; GUAZZELLI, 2003) e consiste num complexo
de espécies, sendo sua sistematica, portanto, bastante confusa.

Por possuirem pequeno tamanho corpdreo os peixes dessas duas familias
apresentam pouca importdncia para a pesca, esportiva ou comercial (BOCKMANN;
GUAZZELLI, 2003). Entretanto, alguns géneros da familia Heptapteridac como Pimelodella
e Brachyrhamdia, sdo utilizados em aquarios e algumas espécies do género Rhamdia sdo
empregadas em projetos de piscicultura (SALHI et al., 2004). Na familia Pseudopimelodidae
o género Batrochoglanis e Microglanis sao apreciados por aquaristas, por serem considerados

peixes sociaveis (SHIBATTA, 2003a).
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1.2 CITOGENETICA DA FAMILIA HEPTAPTERIDAE

Viarios trabalhos citogenéticos vém sendo realizados na familia
Heptapteridae, utilizando tanto técnicas classicas quanto de citogenética molecular,
procurando uma melhor caracterizacdo da sua estrutura e evolugdo cariotipica. No entanto,
esses dados continuam sendo escassos para esse grupo de peixes, pois apenas 33 de 189
espécies descritas foram estudadas cariotipicamente, at¢ o momento. Dentro das 33 espécies,
17 apresentam-se como espécies sem classificagdo, sugerindo que podem se tratar de espécies
novas (tabela 1).

Nesses estudos € possivel verificar que os heptapterideos possuem uma
ampla variacdo cariotipica, podendo ser encontrado desde 2n=42 em Imparfinis hollandi
(MARGARIDO; MOREIRA-FILHO, 2008) a 2n=58 em Imparfinis schubarti (KANTEK et
al., 2009), havendo predominio de 2n=58 em diferentes popula¢des de Rhamdia quelen
(MORAES et al., 2009; GARCIA et al., 2010).

Os cromossomos dos heptapterideos apresentam, de modo geral, pequeno
tamanho, o que contribui para a dificuldade na identificacdo de sua morfologia e localizagdo
de bandas, sendo esses, em sua maioria, cromossomos do tipo metacéntrico e
submetacéntrico, corroborando para um nimero fundamental (NF) bastante elevado, variando
de 84 a 116 (Tabela 1).

Estudos demonstram a ocorréncia de polimorfismos numéricos e estruturais
nesse grupo de peixes, como cromossomos supranumerarios ou Bs, bastante relatados em
Rhamdia quelen (STIVARI et al., 2004; MORAES et al., 2009; GARCIA et al., 2010) ¢, mais
recentemente, em Pimelodella sp (GARCIA; ALMEIDA-TOLEDO, 2010).

A presenca de Bs em Rhamdia é uma caracteristica do grupo, sendo
encontrados em 72,98% das diferentes populagdes e/ou espécies analisadas, em diferentes
tipos e tamanhos, mostrando variagdo intra e interindividual segundo Moraes et al. (2009).
Esses cromossomos foram observados totalmente eucromaticos em Rhamdia quelen, coletada
na serra da Bodoquena/MS (MORAES et al.,, 2007) e parcialmente ou totalmente
heterocromaticos em outras populacdes desta espécie (MORAES et al., 2009; GARCIA et al.,
2010). Em Pimelodella sp analisada por Garcia; Almeida-Toledo (2010) os cromossomos Bs
mostraram-se eucromaticos e apresentaram sinais apos a coloragdo com cromomicina Aj
(CMA;) e hibridagdo com sonda de DNAr 18S, em regides ndo detectadas pela prata,
sugerindo, segundo as autoras, uma possivel relacdo de homologia parcial desses

cromossomos com sitios de DNAr 18S e uma auséncia de atividade destas regides.
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Outros tipos de polimorfismos também ja foram encontrados, como a
ocorréncia de triploidia natural relatada em Rhamdia quelen (GARCIA et al., 2003, TSUDA
et al., 2010; SILVA et al., 2011), assim como sistemas de cromossomos sexuais, que ja foram
descritos em Pimelodella sp (DIAS; FORESTI, 1993) ¢ Pimelodella boschmai (GARCIA;
ALMEIDA-TOLEDO, 2010).

Os heptapterideos, no geral, apresentam pouca quantidade de
heterocromatina (KANTEK et al., 2009), geralmente distribuida em regides pericentroméricas
e terminais e as regides organizadoras de nucléolos (Ag-RONs) normalmente apresentam
padrdo simples, ou seja, apenas um par cromossomico nucleolar (Tabela 1). Nos géneros
Pimelodella ¢ Rhamdia a RON foi observada em regido terminal do brago curto de
cromossomos submetacéntricos e em algumas espécies de Imparfinis e Cetopsorhamdia foi
evidenciada RON intersticial no braco longo de um par de cromossomos metacéntricos, como
relacionado na tabela 1. Heteromorfismo de tamanho da RON entre os cromossomos
homologosas foi observado em Pimelodella aff. avanhandavae (SWARCA et al., 2003a),
Pimelodella meeki (VIDOTTO et al., 2004) e Imparfinis schubarti (STOLF et al., 2004).

As RONSs ap0s coloragdo com cromomicina Aj, tem sido positivas para este
fluorocromo em Pimelodella aff. avanhandavae (SWARCA et al., 2003a), Imparfinis
schubarti (STOLF et al., 2004) Pimelodella meeki (VIDOTTO et al., 2004) e espécies do
género Rhamdia (FENOCCHIO et al., 2003b; GARCIA et al., 2003, 2010) sendo, portanto,
regides ricas em bases GC. A técnica de hibridagdo in situ por fluorescéncia (FISH), com
sonda de DNAr 18S, tem confirmado o numero e a exata localizagdo das RONs ¢ na familia
Heptapteridae. A localizagao desses genes ribossomicos tem sido conservada, onde a maioria
das espécies apresentam RONs simples como Imparfinis schubarti (STOLF et al., 2004) e
Pimelodella meeki (VIDOTTO et al., 2004) sendo coincidentes com a coloragdo por nitrato de
prata e, em Rhamdia quelen de acordo com Garcia et al. (2010) o par cromossdmico da RON
¢ conservado também em diferentes populagdes.

Um recente trabalho utilizando sonda de DNAr 5S, Martinez et al. (2011)
observaram variagdo na localiza¢do desse sitio nos cromossomos de Rhamdia quelen de
diferentes populacdes de duas bacias hidrograficas (Parand e Araguaia), sugerindo que tal
variacdo estaria relacionada a um provavel complexo de espécies. Silva et al. (2011)
verificaram dois cromossomos com sitios de DNAr 5S em individuos diploides e trés para
individuos triploides de R. quelen produzidos em cativeiro.

Em hibrida¢do com sonda telomérica nos cromossomos de Imparfinis

hollandi, Margarido ¢ Moreira-Filho (2008) observaram quatro pares de cromossomos
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assimétricos (os maiores do complemento), sem marcacdo com esta sonda, sendo que os
autores propuseram uma possivel inativacdo do telomero, provavelmente devido a ocorréncia
de fusdes cromossdmicas na evolugdo cariotipica desta espécie, que apresenta o menor
nimero de cromossomos (2n=42) entre os heptapterideos.

A tabela abaixo relaciona os dados cariétipos de espécies de heptapterideos

analisados at¢ o momento, atualizados a partir de  Moraes (2007).
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Tabela 1 — Dados citogenéticos em espécies da familia Heptapteridae. m=metacéntrico;
sm=submetacéntrico; st = subtelocéntrico; a = acrocéntrico; p = brago curto; q = brago longo;
2n=numero diploide; NF=numero fundamental; BC=banda C; RON=regido organizadora de nucléolo;
Lg= lagoa; R=rio; Rb= ribeirdo; Rv = reservatorio.

Género/Espécie Localidade 2n Formula NF RON BC Referéncia
Cariotipica
Cetopsorhamdia
C. iheringi R. Capivara/SP 58 28m+24sm+6st 110 1 par sm, q, Centroméricas e Vissotto et al.
intersticial teloméricas (1999b)
C. iheringi R.Pardo/SP 58 28m+24sm+6st 110 1 par sm, q, Centroméricas e Vissotto et al.
intersticial teloméricas (1999b)
C. iheringi R. Sao 58 22m+16sm+10st+10 - 1 par sm, q, - Fenocchio et
Francisco/MG a intersticial al. (2003a)
C. iheringi R. das 58 22m+16sm+10st+10 - 1 par sm, q, - Fenocchio et
Marrecas/PR a intersticial al. (2003a)
Cetopsorhamdia sp. ~ Rb. Canta Galo/SP 58 22m+16sm+10st+10 - 1 par m, bloco - Fenocchio et
a intersticial al. (2003a)
Heptapterus
H. longicauda Rb. Quinta/SP 52 22m+26sm+4st 106 Iparm,pel Centromérica, Vissotto et al.
par st, p,terminal intersticial e (1999b)
telomérica
Imparfinis
1. minutus Cunha/SP 58 42m+12sm+4st 116 1 parm, q, Centroméricas e Garcia e
intersticial pericentroméricas Almeida-
Toledo (2006)
1. mirini R. Jacutinga/SP, 58 22m+34sm - 1 parm, q Centroméricas e Vissotto et al.
R. Quinta/SP intersticial pericentroméricas (1997)
1. mirini Pilar do Sul/SP 58 42m+12sm+4st 116 1parm,q, Centroméricas e Garcia e
intersticial pericentroméricas Almeida-
Toledo (2006)
Imparfinis cf. R. Juquia /SP 56 24m+12sm+20st - 1 par st, q, - Fenocchio et
piperatus intersticial al. (2003a)
Imparfinis cf. R. Juquia/SP 56 22m+26sm+4st+4a 102 1para,q, Pericentroméricas e~ Vissotto et al.
pipetarus intersticial teloméricas (2001)
1. piperatus R. Araras/SP 58 32m+26sm 116 1 parm, q, Pericentroméricas e~ Vissotto et al.
intersticial teloméricas (2001)
1. piperatus R. Grande/SP 58 26m+22sm+8st+2a 106 1parm,q, Pericentroméricas e~ Vissotto et al.
intersticial teloméricas (2001)
Imparfinis aff. Rb.Marrequinhas/ 58 28m+28sm+2st 116 1 parm, q, Escassa Stolf et al.
schubarti PR intersticial (2004)
Imparfinis aff. Rb Trés Bocas/ PR 58 28m+28sm+2st 116 1 parm, q, Escassa Stolf et al.
schubarti intersticial (2004)
Imparfinis aff. R. Agua da 58 28m+28sm+2st 116 1 parm,q, Escassa Stolf et al.
schubarti Floresta/PR intersticial (2004)
Imparfinis aff. R.Vinicius/PR 58 28m+28sm+2st 116 1 parm, q, Escassa Stolf et al.
schubarti intersticial (2004)
Imparfinis aff. R. Taquari/PR 58 28m+28sm+2st 116 1 parm, q, Escassa Stolf et al.
schubarti intersticial (2004)
Imparfinis aff. R.Jataizinho/PR 58 28m+28sm+2st 116 1 parm,q, Escassa Stolf et al.
schubarti intersticial (2004)
Imparfinis aff. Rb. Canta Galo/SP 58 22m+18sm+10st+8a - 1 parm, q, - Fenocchio et
schubarti intersticial al. (2003a)
Imparfinis aff. Rb. Trés Bocas/PR 58 22m+18sm+10st+8a - 1 parm, q, - Fenocchio et
schubarti intersticial al. (2003a)
Imparfinis cf. R. Parana 58 24m + 22sm + 12st - 1 par sm, q, pericentromérica Borba et al.
schubarti intersticial (2011)
1. hollandi Salto Osério, R. 42 22m+10sm+10st - Par 18st terminal Par 8m e 18st Margarido e
Iguagu/PR terminal e 12sm Moreira-Filho
intersticial (2008)
I. schubarti Drenagem 58 18m+34sm+6st 116 Constrigdo 2*™,  Baixa quantidade, q Kantek et al.
Piumhi/MG q, intersticial intersticial no par (2009)
da constri¢ao
Pimelodella
P. avanhandavae R. Araquéa/SP 46 20m+20sm+6st 86 1 par st, p, Centroméricas Vissotto et al.
terminal (1999b)
P. avanhandavae R.Capivara/SP 46 20m+20sm+6st 86 1 par st, p, Centroméricas Vissotto et al.
terminal (1999b)
Pimelodella aff. R. Tibagi/PR 52 30m+22sm 104 1 par m, p, Centromérica e Swarga et al.
avanhandavae terminal telomérica (2003a)
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P. boschmai Mogi-Guagu 46 38m+8sm 92 Par 21, p Centromérica e Garcia;
Araras/SP XY/XX terminal telomérica Almeida-
Toledo (2010)
P. gracialis Parana 46 34m+12sm 92 Par 18, p Intersticial Garcia;
Mariapolis/SP terminal Almeida-
Toledo (2010)
P. meeki R. Limoeiro/PR 46 30m+12sm+4st 92 1 par sm, p, - Vidotto et al.
terminal (2004)
P. meeki R. Couro de 46 30m+12sm+4st 92 1 par sm, p, - Vidotto et al.
Boi/PR terminal (2004)
P. meeki R. Gabriel da 46 30m+12sm+4st 92 1 par sm, p, - Vidotto et al.
Cunha/PR terminal (2004)
P. meeki Sao Miguel 46 28m+12sm+6st 92 1 par sm, p, Pericentromérica Garcia;
Arcanjo/SP terminal Almeida-
Toledo (2010)
P. meeki Pilar doSul/SP 46 28m+12sm+6st 92 1 par sm, p, Pericentromérica Garcia;
terminal Almeida-
Toledo (2010)
P. meeki R. Parana 46 26m +16sm +4st - 1 par sm, p, Pericentromética Borba et al.
terminal (2011)
P. lateristriga Paraiba do Sul 58 36m+22sm 116 par 20, p Pericentroméricas e Garcia;
Angra/RJ terminal teloméricas Almeida-
Toledo (2010)
Pimelodella sp. R. Mogi-Guagu/SP 46 40m-sm+6st-a - 1 par m-sm, p, - Dias e Foresti
XX/XY terminal (1993)
Pimelodella sp.1 R. Parana/PR 46 20m+20sm+6a 92 1 par sm, p, Centroméricas e Vasconcelos e
terminal, BC+ teloméricas Martins-
Santos (2000)
Pimelodella sp.2 R. Parana/PR 52 22m+22sm+8st 104 1 par sm, p, Centroméricas e Vasconcelos e
terminal, BC+ teloméricas Martins-
Santos (2000)
Pimelodella sp. Pardo Cardoso/SP 46 34m+12sm 92 par 21, p, Pericentromérica Garcia;
terminal Almeida-
Toledo (2010)
Phenacorhamdia
P. tenebrosa R. Parana 58 15m+11sm+3st - 1 par sm, q, Pericentromérica Bosrba et al.
terminal (2011)
Rhamdella
R. microcephala R.Machado/MG 56 18m+30sm+8st-a 84 1 par sm, q, Pericentromérica Fonseca et al.
intertsticial, BC+ (2003)
Rhamdella sp. Itacté/BA 56 26m-sm+30st-a 82 - - Souza et al.
(1994)
Rhamdia
R branneri. Us. Salto Segredo 58 36m+14sm+4st+da 112 lpara,pel par Teloméricas, Abucarma e
— R.Jguagu/PR st, q, terminal intersticial q, pares Martins-
sm e st Santos (2001)
R. hilarii R. Onga/SP 58 36m+18sm+8a 116 - - Toledo e
Ferrari (1976)
R. hilarii Monjolinho/SP 58 - >100 1 par, p terminal, Escassa Fenocchio e
BC+ Bertollo
(1990)
Rhamdia cf. hilarii Rv. Jurumirim/SP 58 30m+18sm+10st 106 1 par sm, Centroméricas Vissotto et al.
p,terminal (1999a)
Rhamdia cf. hilarii Rb. Quinta/SP 58 30m+18sm+10st 106 1 par sm, p, Centroméricas Vissotto et al.
terminal (1999a)
Rhamdia cf. hilarii Rb. Jacutinga/SP 58 30m+18sm+10st 106 1 par sm, p, Centroméricas Vissotto et al.
terminal (1999a)
Rhamdia cf. hilarii Rb. Horteld/ SP 58 30m+18sm+10st 106 1 par sm, p, Centroméricas Vissotto et al.
terminal (1999a)
Rhamdia cf. hilarii R. Araqué/SP 58 30m+18sm+10st 106 1 par sm, p, Centroméricas Vissotto et al.
terminal (1999a)
Rhamdia cf. hilarii R. Pardo/SP 58 30m+18sm+10st 106 1 par sm, p, Centroméricas Vissotto et al.
terminal (1999a)
R. hilarii Rv. Lobo/SP 58 - ~108 1 par st, p, Restringia-se a Fenocchio et
terminal, BC+ RON al. (2000)
R. hilarii Rv. “29”/SP 58 - ~108 1 par st, p, Restringia-se a Fenocchio et
terminal, BC+ RON al. (2000)
R. hilarii R. Mogi-Guagu/SP 58 - ~108 1 par st, p, Restringia-se a Fenocchio et
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terminal, BC+ RON al. (2000)
R. hilarii R. Sao 58 - ~108 1 par st, p, Restringia-se a Fenocchio
Franscisco/MG terminal, BC+ RON etal. (2000)
R. hilarii R. Aguapey/Ar 58 - ~108 1 par st, p, Restringia-se a Fenocchio et
terminal, BC+ RON al. (2000)
R. hilarii R. Mogi-guagu/SP 58 58m/sm 116 1 par m-sm, p, Teloméricas Maistro et al.
terminal, BC+ (2002)
R. hilarii R. Aguapey/Ar 58 26m+16sm+8st+8a 108 1 para, p, - Fenocchio et
terminal al. (2003a)
R. laticauda EUA 58 - 100+ - - Le Grande
4 (1981)
R. quelen R. Oeste — 58 36m+10sm+12st 116 Par 27st, p Intersticial, Garcia et al.
Cascavel/PR terminal centromérica e (2010)
terminal
R. quelen Sangdo — 58 32m+8sm+12st+6a 110 Par 26, p Intersticial,
Cscavel/PR terminal centromérica e Garcia et al.
terminal (2010)
R. quelen Angra dos Reis/RJ 58 40m+10sm+8st 116 Par 24, p Intersticial, Garcia et al.
terminal centromérica e (2010)
terminal
R. quelen R. Sdo José /RJ 58 36m+14sm+8st 116 Par 27, p Intersticial, Garcia et al.
terminal centromérica e (2010)
terminal
R. quelen R. Paraiba do 58 36m+14sm+8st 116 Par 27, p Intersticial, Garcia et al.
Sul/RJ terminal centromérica e (2010)
terminal
R. quelen Araras/SP 58 40m+10sm+8st 116 Par 24, p Intersticial, Garcia et al.
terminal centromérica e (2010)
terminal
R. quelen R. Capivra- 58 44m+12sm+2st 116 Par 26, p Intersticial Garcia et al.
Botucatu/SP terminal centromérica e (2010)
terminal
R. quelen Colina/SP 58 36m+10sm+12st 116 Par 27, p Intersticial, Garcia et al.
terminal centromérica e (2010)
terminal
R. quelen Guapiara/SP 58 36m+10sm+12st 116 Par 27, p Intersticial, Garcia et al.
terminal centromérica e (2010)
terminal
R. quelen Iguapé/SP 58 36m+10sm+12st 116 Par 27, p Intersticial, Garcia et al.
terminal centromérica e (2010)
terminal
R. quelen R. Passa Cinco — 58 34m+16sm+8st 116 Par 24, p Intersticial, Garcia et al.
Ipetna/SP terminal centromérica e (2010)
terminal
R. quelen Fortuna — 58 40m+10sm+8st 116 Par 24, p Intersticial, Garcia et al.
Mariapolis/SP terminal centromérica e (2010)
terminal
R. quelen Piquete/SP 58 40m+10sm+8st 116 Par 24, p Intersticial, Garcia et al.
terminal centromérica e (2010)
terminal
R. quelen Sto. Antonio do 58 30m+14sm+12st+2a 114 Par 27, p, termial Intersticial, Garcia et al.
Pinhal/SP centromérica e (2010)
terminal
R. quelen R. Parana 58 32m+18sm+ 8st - 1 par sm, q Pericentomarica Borba et al.
terminal (2011)
R. quelen Lg. dos 58 52m/sm/st+6a 110 1 para,p, - Hochberg e
Quadros/RS terminal Erdtmann
(1988)
R. quelen R.Guaiba/RS 58 52m/sm/st+6a 110 1 para,p, - Hochberg e
terminal Erdtmann
(1988)
R. quelen R. Mogi-Guagu/SP 58 - ~108 1 par st, p, Restringia-se a Fenocchio et
terminal, BC+ RON al. (2000)
R. quelen R.Iguagu/SC 58 - ~108 1 par st, p, Restringia-se a Fenocchio et
terminal, BC+ RON al. (2000)
R. quelen R.Parana/Ar 58 - ~108 1 par st, p, Restringia-se a Fenocchio et
terminal, BC+ RON al. (2000)
R. quelen R. Parand/Ar 58 26m+16sm+8st+8a 108 1 para,p, - Fenocchio et
terminal al. (2003a)
R. quelen R. Iguagu/PR 58 32m+16sm+6st+4a 108 1 par st, p, Teloméricas Fenocchio et
terminal, al. (2003b)
R. quelen R.Iguagu/PR 58 32m+16sm+6st+4a 116 1 par st, p, Teloméricas Swarga et al.

terminal, BC+

(2003b)
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3n=87

58

58

26m+20sm+6st+6a

26m+22sm+6st+4a/
26m+24sm+8st

26m+20sm+8st+4a

30m+14sm+10st+4a

45m+21sm+15st+6a

36m+16sm+6st

36m+16sm+6st

36m+16sm+6st

36m+16sm+6st

36m+16sm+6st

11m+18sm+12st+6a

18m+18sm+14st+8a

38m/sm+14st+6a

57m/sm+21st+9a

44 m/sm + 14st/a

36m+14sm+4st+da

46m/sm+12st/a

69m/sm+18st/a

36m+14sm+4st+4a

20m+18sm+ 20st

110

110

112

168

116

116

116

116

116

100+

112

112

1 par st, p,
terminal

1 par sm, p,
terminal

1 par m, p,
terminal

1 par sm, p,
terminal

1 par sm, p,
terminal

1 par m, p,
terminal

1 par sm, p,
terminal
Par 20, p
terminal

1 para,p
terminal
1 para, p
terminal
1 par st, p
terminal

1 par st, p
terminal

1 par a, p,
terminal

1 par st, p,
terminal
1 par st, p,
terminal
lpara,pel par
st, g, terminal

1 par sm, q
intersticial

Teloméricas e
centroméricas

Teloméricas e
centroméricas

Teloméricas e
centroméricas

Teloméricas e
centroméricas

Teloméricas

Pericentroméricas e
teloméricas

Terminais e
Pericentroméricas

Terminais e
Pericentroméricas

Terminais e
Pericentroméricas

Terminais e
Pericentroméricas

Terminais e
pericentroméricas

Terminais e
pericentroméricas

Telomérica e
bitelomérica

Telomérica e
bitelomérica

Teloméricas e
centroméricas

Centroméricas e
teloméricas

Centroméricas e
teloméricas

Teloméricas e
centroméricas

Pericentromérica
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Stivari e
Martins-
Santos (2004)
Stivari e
Martins-
Santos (2004)
Guilherme
(2005)
Tsuda et al.
(2010)
Tsuda et al.
(2010)
Silva e
Morelli
(2005)
Coles et al.
(2006)
Moraes et al,
(2007)
Moraes et al.
(2009)
Moraes et al,
(2009)
Moraes et al.
(2009)
Moraes et al.

(2009)

Martinez et al.
(2011)
Martinez et al.
(2011)
Silva et al.
(2011)

Silva et al.
(2011)

Valcarcel et
al. (1993)
Gonzalez

(1994)

Le Grande
(1981)
Abucarma e
Martins-
Santos (2001)
Garcia et al.
(2003)
Garcia et al.
(2003)
Abucarma e
Martins-
Santos (2001)

Borba et al.
(2011)
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1.3 CITOGENETICA DA FAMILIA PSEUDOPIMELODIDAE

Os estudos citogenéticos na familia Pseudopimelodidae sdo escassos, sendo
que a descri¢do cariotipica foi realizada, at¢ o momento, em apenas quatro géneros e seis
espécies (Tabela 2). Esses estudos revelar que todos os exemplares analisados, apresentaram
2n= 54 mostrando, por enquanto, uma evolu¢do conservada em relacdo ao nimero dipldide
dessa familia. Os cromossomos em sua maioria sao do tipo submetacéntricos, mas apresentam
também acrocéntricos ¢ metacéntricos (MARTINEZ et al., 2004, 2008; SWARCA et al.,
2007).

Os dados citogenéticos demonstram que, neste grupo de peixes, as RONs
mostram tanto um padrdo simples, como em Cephalosilurus apurensis e Pseudopimelodus
mangurus quanto multiplo como em Microglanis aff. cottoides e Pseudopimelodus bufonius
(tabela 2).

Analises com fluorocromos cromomicina Az (GC especifico) e DAPI (AT
especifico), foram realizadas apenas em Pseudopimelodus mangurus (MARTINEZ et al.,
2004) e Lophiosilurus alexandri (MARQUES et al., 2008), que apresentaram sinais positivos
para CMAj; em regido terminal do braco curto de um par de cromossomos submetacéntricos,
correspondentes as Ag-RONSs. Nesta ultima espécie, a marcagao pela sonda de DNAr 18S foi
coincidente com a Ag-RON, e o sitio de DNAr 5S foi evidenciado no brago longo de um
outro par de cromossomos submetacéntricos, mostrando portanto que esses genes nao
apresentam sintenia nessa espécie (MARQUES et al., 2008), sendo estes os unicos dados de
localizagao de genes ribossdmicos nessa familia.

Os peixes dessa familia apresentam pouca heterocromatina, geralmente
localizada em algumas regides pericentroméricas e terminais dos cromossomos € em apenas
alguns pares, sendo que em Pseudopimelodus mangurus (MARTINEZ et al., 2004) e
Microglanis cottoides (VISSOTO et al., 1999b) a regido organizadora de nucléolo ¢ banda C
positiva.

A tabela abaixo relaciona os dados caridtipos de espécies de

pseudopimelodideos observados até o momento.
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Tabela 2- Dados citogenéticos em espécies da Familia Pseudopimelodidae. m=metacéntrico;
sm=submetacéntrico; st=subtelocéntrico; a=acrocéntrico; p=braco curto; g=braco longo;

2n=ntmero dipléide; NF=numero fundamental; R= rio; Rb= ribeirao.

. - . Férmula -
Género/Espécie Localidade 2n Cariotipica NF RON BC Referéncia
Cephalosilurus
C. apurensis R. Orinoco, 54  6m+28sm+14st+6a - Par 19 stp Terminal Martinez et
Caicara Del terminal al. (2008)
Orinoco,
Bolivar,
Venezuela
Lophiosilurus
L. alexandri R. Sdo 54 16m+18sm+10st+ 1 par sm, p, Terminais e Marques et al.
Francisco 10a terminal pericentromérica (2008)
]
Microglanis
M. cottoides R. AraquaeR. 54 22m+20sm=12st 96 Par 1m, q, Terminais e Vissotto et al.
Capivara terminal centroméricas (1999b)
Microglanis aff. Rb Cavalo, 54 10m+32sm+10st+ - Par 23st, p Terminais e Martinez et
cottoides Jaragua do 2a e par 22st,  pericentromérica al. (2008)
Sul/SC g, terminal ]
Pseudopimelodus
P. bufonius Amazonia 54 12m+30sm+12st - Pares 9, 10 Terminais e Martinez et
e11sm,p, pericentromérica al. (2008)
terminal s
P. mangurus R. Mogi- 54 6m+26sm+12st+1 - Par 19st, p, Terminais e Martinez et
Guagu/SP 0a terminal pericentromérica al. (2004)
]
P. bufonius R.Capim/PR 54  18m+22sm+6st+8a 100 1 par m,p Terminais e Souza et al.

terminal pericentromérica
]

(2003)
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar  citogeneticamente espécies de peixes das familias
Heptapteridae e Pseudopimelodidaec de diferentes bacias hidrograficas e comparar os
resultados obtidos com outras espécies e/ou populagdes ja estudadas, inferindo sobre as

tendéncias evolutivas desses grupos de peixes.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Estabelecer o numero diploide, formula cariotipica, localizagdo das
AgRONSs e distribuicdo da heterocromatina de diferentes espécies das

familias Heptapteridae e Pseudopimelodidae.

e Identificar as regides cromossomicas ricas em pares de bases AT e GC,
utilizando os fluorocromos base-especificos 4,5-diamino-phenylindole

(DAPI) e cromomicina Az (CMA3), respectivamente.

e Localizar sitios de DNAr 18S nos cromossomos das diferentes espécies das
familias Heptapteridae e Pseudopimelodidae, por meio da técnica de

hibridagao in situ por fluorescéncia (FISH).

e Comparar os dados obtidos com os da literatura, procurando compreender
melhor os processos de diferenciacao cromossdmica e evolucao cariotipica

nas familias Heptapteridae e Pseudopimelodidae.
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3 LOCAIS DE ESTUDO E ESPECIES ESTUDADAS

Os exemplares analisados das familias Heptapteridae e Pseudopimelodidae
foram coletados em diferentes locais pertencentes a bacia do rio Paranapanema/PR e ao
Sistema Hidrografico da Laguna dos Patos/RS (Figura 1).

O rio Paranapanema e seus afluentes abrangem 55.530 km” no estado do
Parana, formando uma fronteira com o estado de Sao Paulo numa extensdo de 392,9
quildometros e sua nascente se localiza em Capao Bonito, na Serra de Paranapiacaba
(MAACK, 2002). A bacia do Paranapanema tem como principal tributario o rio Tibagi
localizado ao norte, o conjunto faz parte da grande bacia do rio Parana, um dos formadores da
bacia do rio Prata (DE FRANCA, 2002). O rio Paranapanema ¢ bastante utilizado para o
abastecimento de energia, possuindo cerca de dez usinas hidrelétricas em operacao e, devido a
presencga dessas usinas ao longo de seu curso, o rio tornou-se uma sucessao de reservatorios
justapostos, que sdo classificados em dois tipos bdasicos: reservatérios de acumulagdo e
reservatorios fio d’4dgua. Essa classificacdo segue segundo suas caracteristicas e formas de
operagdo, influenciado diretamente pela qualidade da agua e a distribui¢do da vida aquaética,
inclusive a fauna de peixes (DUKE ENERGY, 2003).

O Sistema Hidrografico da Laguna dos Patos abrange como principais
massas de 4gua a laguna dos Patos com 9.280 km?, a laguna Mirim com 3.520 km” e a lagoa
Mangueira com 802 km? (Schwarzbold e Schaeffer, 1984 apud Malabarba, 1989),
destacando-se como principais contribuintes os rios Jacui, Camaqua e Jaguardo. A maior parte
desta area situa-se no estado do Rio Grande do Sul, estando somente parte da margem oeste
da laguna Mirim e dois de seus maiores afluentes em territorio uruguaio. Todo este complexo
de rios, lagoas e lagunas ¢ interligado, possuindo uma unica saida para o mar através da
laguna dos Patos, na cidade de Rio Grande. Este sistema limita-se ao Norte e a Oeste com as
cabeceiras dos afluentes do rio Uruguai e a sudoeste com as cabeceiras do rio Negro, ambos
desaguando no rio da Prata (Malabarba, 1989).

A Laguna dos Patos constitui-se em um dos maiores reservatorios de agua
doce do planeta, quase um terco de toda area da planicie costeira do estado do Rio Grande do
Sul (TOLDO et al., 2006). A sua grande dimensdo e conexao com o mar, fazem da Laguna
um recurso hidrico consideravel que, além de ser um lugar de refigio e reproducido de
diversas espécies de animais, tem sido utilizado para navegagdo, irrigacdo, turismo, lazer e

outras atividades (CARVALHO et al., 2004).
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Abaixo estdo relacionadas as espécies estudadas e os locais onde foram

coletadas:

3.1 BACIA DO R10 PARANAPANEMA

- Ribeirao Jacutinga (Figura la)- localizado na cidade de Ibipord/PR na
coordenada 23°13°25.3”S e 50°58°47.37"W:
Pimelodella meeki (Figura 2a) = 6 individuos (3 fémeas e 3 com sexo nao
identificado).
Imparfinis mirini (Figura 2b) = 5 individuos (2 fémeas, 2 machos ¢ 1
com sexo nao identificado);

- Ribeirdo Trés Bocas (Figura la)- localizado na cidade de Londrina/PR
na coordenada 23°23°06.6”S e 51°04°35.8”W:
Imparfinis schubarti (Figura 2¢) = 6 individuos (2 machos e 4 fémeas).

- Rio Laranjinha (Figura la)- localizado na cidade de Ribeirdo do
Pinhal/PR na coordenada 23°24°9.11”S e 50°27°16.4”W:
Imparfinis schubarti= 6 exemplares (3 machos ¢ 3 fémeas);
Psedopimelodus pulcher (Figura 2d) = 5 individuos (2 machos, 2 fémeas

e 1 sexo nao identificado).
3.2 SISTEMA HIDROGRAFICO DA LAGUNA DOS PATOS/RS
- Rio Forquetinha (Figura 1b)- localizado na cidade de Forquetinha/RS,

na coordenada 29°24°21.8”S e 52°03°18.3”W:
Microglanis cottoides (Figura 2¢) = 6 individuos (4 machos e 2 fémeas).
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Figura 1- Mapa do Brasil destacando os locais de coleta: (a) rio Jacutinga, ribeirdo Trés
Bocas e rio Laranjinha pertencentes a bacia do Paranapanema, no estado de Parand; (b) rio
Forquetinha pertencente ao Sistema Hidrografico da Laguna dos Patos, no estado do Rio

Grande do Sul.

Rio Paranapanema

Sao Paulo
Parana
beeirao_.sacutinga'
- Ribeirdo Trés Bocas Rio La?an]!nha
Rio Forquetinha 5




Figura 2- Exemplares das espécies estudadas: (a) Pimelodella meeki; (b) Imparfinis mirini;
(¢) Imparfinis schubarti; (d) Microglanis cottoides; (e) Pseudopimelodus pulcher; barra= 1
cm.




31

REFERENCIAS

ABUCARMA, M., MARTINS-SANTOS, 1.C. Karyotype and B Chromosome of Rhamdia
Species (Pisces, Pimelodidae) Endemic in the River Iguagu Basin. Cytologia, 66: 299-306,
2001.

BOCKMANN, F. A, GUAZZELLI, G. M. Family Heptapteridae. In: REIS,
R.E,.KULLANDER,S. O., FERRARIS JR., C. J. Check list of the Freshwater Fishes of
South and Central America.Edipurcs, Porto Alegre, p. 406-431, 2003.

BORBA, R. S.; SILVA, E. L.; PACHECO, A. C.S.; PARISE-MALTEMPI, P. P.; ALVES, A.
L. Trends in the karyotypic evolution of the Neotropical catfish Family Heptapteridae
Bockmann 1998 (Teleostei: Siluriformes). Reviews in Fish Biology and Fisheries, DOI
10.1007/s11160-011-9245-3, 2011.

CARVALHO, L.; LACERDA, C.; GRIEP. G. Mapa de sensibilidade ambiental da Lagoa
dos Patos e regido costeira oceanica do Rio Grande do Sul, Brasil: histérico e
perspectivas. In: 3° Congresso Brasileiro de P&D em Petroleo e Gas. Copyright: Instituto
Brasileiro de Petrdleo e Gas — IBP, 2004.

COLES, F.C., SANCHEZ, S. E JORGE, L.C. Estudos citogenéticos em Rhamdia quelen
(Pisces, Siluriformes) da Bacia do Rio Parana, Corrientes, Argentina. In: BRAZILIAN
SYMPOSIUM ON FISH CYTOGENETICS AND GENETICS, 11., INTERNATIONAL
CONGRESS OF FISHES GENETICS,1., Sao Carlos. Anais... Sdo Carlos: SBG. p.18l,
2006.

DE FRANCA, V. O rio Tibagi no contexto hidrogeografico Paranaense. In:. MEDRI, M. E.;
BIANCHINI, E.; SHIBATTA, O. A.; PIMENTA, J. A. (editores). A bacia do rio Tibagi.
Londrina: EDUEL, 2002, Cap. 3, p. 46-47.

DIAS, A. L., FORESTI, F. Cytogenetic studies on fishes of the family Pimelodidae
(Siluroidei). Rev. Brasil. Genet., 16,3,:585-600, 1993..

DUKE ENERGY INTERNACIONAL. Peixes do rio Paranapanema. Copyright da edigao:
Duke Energy Internacional Geragdo Paranapanema. S3o Paulo: Ed. Horizonte Geografico,
2003, 112p.

FENOCCHIO, A. S., BERTOLLO, L. A. C. Supernumerary chromosomes in Rhamdia hilarii
population (Pisces, Pimelodidae). Genetica, 81: 193-198, 1990.

FENOCCHIO, A. S., BERTOLLO, L. A. C., TAKAHASHI, C. S., CAMACHO, J. P. M. B
Chromosomes in two Fish Species, Genus Rhamdia (Siluriformes, Pimelodidae). Folia
Biologica (Krakow), 48: 3-4, 2000.

FENOCCHIO, A. S., BERTOLLO, L. A. C., TAKAHASHI, C. S., DIAS, A. L., SWARCA,
A. C. Cytogenetic Studies and Correlate Considerations on Rhamdiinae Relationships (Pisces,
Siluroidei, Pimelodidae). Cytologia, 68(4): 363-368, 2003a.

FENOCCHIO, A.S., SWARCA, A.C., CESTARI, M.M. DIAS, A.L. Karyotypic
Characterization and NOR Analysis by Different Banding Techniques of Rhamdia quelen
(Pisces, Pimelodidae) from the First Plateau of the Igua¢u River (Brazil). Folia Biol6gica
(Krakow), 51: 3-4, 2003b.



32

FERRARIS, C. J. JR. Checklist of catfishes, recent and fossil (Osteichthyes:
Siluriformes), and catalogue of siluriform primary types. Zootaxa, p. 180-203, p. 352-
356, 2007.

FONSECA, Y. M., OLIVEIRA, C., FORESTI, F., MAISTRO, E. L. First Cytogenetic
Description of the Species Rhamdella microcephala (Pisces, Heptapteridae). Cytologia,
68(1): 31-34, 2003.

GARCIA, C., ALMEIDA-TOLEDO, L. F. Comparative chromosomal analyses in species of
the genus Pimelodella (Siluriformes, Heptapteridae): occurrence of structural and numerical
polymorphisms. Caryologia, 63(1): 32-40, 2010.

GARCIA, C., ALMEIDA-TOLEDO, L. F. Conservagdo cariotipica em populacdes de
Imparfinis (Siluriformes, Heptapteridae) das Bacias do Mogi-Guagu, Paranapanema e Paraiba
do Sul. In: BRAZILIAN SYMPOSIUM ON FISH CYTOGENETICS AND GENETICS, 11.,
INTERNATIONAL CONGRESS OF FISHES GENETICS,1., Sdo Carlos. Anais... Sao
Carlos: SBG. p.110, 2006.

GARCIA, C., MOREIRA-FILHO, O., BERTOLLO, L. A. C., CENTOFANTE, L. B
Chromosomes and Natural Triploidy in Rhamdia sp. (Pisces, Siluriformes, Heptapteridae).
Cytologia, 68(4): 403-411, 2003.

GARCIA, C., OLIVEIRA, C., ALMEIDA-TOLEDO, L. F. Karyotypic evolution trends in
Rhamdia quelen ( Siluriformes, Heptapteridae) with considerations about the origin and
differentiation of its supernumerary chromosomes. Genetics and Molecular Research 9(1):
365-384, 2010.

GUILHERME, L. C. Estudos Reprodutivos e Citogenéticos na populacdo de Rhamdia
guelen (Pisces, Rhamdiidae) do Rio Uberabinha no municipio de Uberlandia - MG e
Desenvolvimento de sistema artesanal de recirculacdo d agua para criacdo de peixes.
Dissertacdo. Universidade Federal de Uberlandia, Minas Gerais. 85p. 2005.

KANTEK, D. L. Z., PERES, W, A. M., BUCKUP, P. A., MOREIRA-FILHO, O.
Cytogenetics of Imparfinis schubarti (Siluriformes: Heptapteridae) from the Piumhi
drainagem, a diverted river in Minas Gerais State, Brazil. Zoologia, 26(4): 733-738, 2009.

MAACK, R. Geografia fisica do Estado do Parana. Imprensa Oficial do Parana, Ed. 3, p.
320, Curitiba, 2002.

MAISTRO, E. L., OLIVEIRA, C. E FORESTI, F. Cytogenetic Analysis of A- and B
Chromosomes of Rhamdia hilarii (Teleostei, Pemelodidae): C-banding, Silver Nitrate and
CMA3 Staining and Restrition Endonuclease Banding. Cytologia, 67: 25-31, 2002.

MALABARBA, L. R. Comunicac¢do Museu Ciéncias da PUCRS. Série Zoologia, 2(8):107-
179, 1989.

MARGARIDO, V. P., MOREIRA-FILHO, O. Karyotypic differentiation through
chromosome fusion and number reduction in Imparfinis hollandi (Ostariophysi,
Heptapteridae). Genetics and Molecular Biology, 31(1): 235-238, 2008.



33

MARQUES, M. B. A.; MOREIRA-FILHO, O.; GARCIA, C.; MARGARIDO, V. P.
Cytogenetic analyses of two endemic fish species from the Sao Francisco river basin:
Conorhynchus conirostris and Lophiosilurus alexandri (Siluriformes). Genetics and
Molecular Biology, 31(1): 215-221, 2008.

MARTINEZ, E. R. M., NIRCHIO, M., GRANADO, A., FORESTI, F., OLIVEIRA, C.
Cytogenetic analysis of three catfish species of the family Pseudopimelodidae (Teleostei,
Siluriformes). Genetics and Molecular Biology, 31(3): 692-696, 2008.

MARTINEZ, E. R. M., OLIVEIRA, C., FORESTI, F. Cytogenetic analyses of
Pseudopimelodus mangurus (Teleostei: Siluriformes: Pseudopimelodidae). Cytologia, 69(4):
419-424,2004.

MARTINEZ, J. F., LUI, R. L., BLANCO, D. R., TRALDI, J. B., SILVA, L. F., VENERE, P.
C., SOUZA.IL L., MOREIRA-FILHO, O. Comparative cytogenetics of three populations from
the Rhamdia quelen species complex (Siluriformes, Heptapteridae) in two Brazilian
hydrographic basins. Caryologia, Vol. 64, no. 1: 121-128, 2011.

MORAES, V. P. O. Andlise citogenética comparativa de diferentes Popula¢des de
Rhamdia quelen (Siluriformes, Heptapteridae). Dissertagdo (Mestrado em Genética ¢
Biologia Molecular). Universidade Estadual de Londrina. 92p. 2007.

MORAES, V. P. O., CARNEIRO, J. S., DIAS, A. L. B. Chromossomes in Four Different
Populations of Rhamdia quelen (Siluriformes, Heptaperidae): A Comparative Study of
Frequency and Distribution. Folia Biologia, 57(3-4): 165-169, 20009.

MORAES, V. P. O, CEREALI S. S., FROEHLIICH, O., DIAS, A. L. Cytogenetic
characterization of Rhamdia quelen (Siluriformes, Heptapteridae) from the Bodoquena
Plateau, Mato Grosso do Sul, Brasil. Genetics and Molecular Research, 6(3): 627-633,
2007.

REIS, R. E.; KULLANDER, FERRARIS JR., C. J. Check list of the freshwater fishes of
South and Central America, Porto Alegre: EDIPUCRS, 742 p. 2003.

SALHI, M., BESSONART, M., CHEDIAK, G., BELLAGAMBA, M., CARNEVIA, D.
Growth, feed utilization and body composition of black catfish, Rhamdia quelen, fry fed diets
containing different protein and energy levels. Aquaculture. 231: 435-444, 2004.

SHIBATTA, O. A. Family Pseudopimelodidae. In: REIS, R.E., KULLANDER, S. O.,
FERRARIS JR., C. J. Check list of the Freshwater Fishes of South and Central America.
Edipurcs, Porto Alegre, p. 406-431, 2003a.

SHIBATTA, O. A. Phylogeny and Classification of ‘Pimelodidae’. In: ARRATI, G.,
KAPOOR, B. G., CHARDON, M., DIOGO, R. Catfishes. Science Publishes, Enfield/USA,
p-386-399, 2003b.

SILVA, M., MATOSO, D. A., LUDWIG, L. A. M., GOMES, E., ALMEIDA, M. C,,
VICARI, M. R., ARTONI, R. F. Natural triploidy in Rhamdia quelen identified by
cytogenetic monitoring in Iguagu basin, southern Brazil. Envitoment Biology Fish, 91: 361-
366, 2011.



34

SILVA, S. V. S., MORELLI, S. Andlise cariotipica em Rhamdia quelen do corrego do
Caetano da regido de Uberlandia — MG. In: CONGRESSO BRASILEIRO DE GENETICA,
51., Aguas de Lindoia. Anais... Aguas de Linddia: SBG. p. 397, 2005.

SOUZA, 1. L., MOREIRA-FILHO, O., CASTRO, R. M. C. Informagdes citogenéticas
preliminares de uma nova espécie de Pimelodidae cego de cavernas (Itaeté,BA). In:
SIMPOSIO DE CITOGENETICA EVOLUTIVA APLICADA DE PEIXES
NEOTROPICALIS, Botucatu. Anais... Botucatu: UNESP, p.18, 1994.

SOUZA, L., GIULIANO-CAETANO, L., SHIBATTA, O. Citogenética de Pseudopimerlodus
bufonius (Siluriformes, Pseudopimelodidae). In: 49° Congresso Nacional de Genética, Aguas
de Lindoia, Sao Paulo, Brasil, 2003. CD-Rom.

species (Pimelodidae, Siluriformes). Genética, 119:87-92, 2003b.

STIVARI, M. K., MARTINS-SANTOS, I. C. Karyotype Diversity in two populations of
Rhamdia quelen (Pisces, Heptapteridade). Cytologia, 69(1): 25-34, 2004.

STOLF, R., SWARCA, A. C., GUILIANO-CAETANO, L., DIAS, A. L. Analyses of
karyotype and nucleolus organizer regions of Imparfinis aff. schubarti (Siluriformes,
Pimelodidae) of the Tibagi river basin, Parana’, Brazil. Caryologia, 57 (4): 348-352, 2004.

SULLIVAN, J. P., LUNDBERG, J. G., HARDMAN, M. A phylogenetic analysis of the
major groups of catfishes (Teleostei: Siluriformes) using ragl and rag2 nuclear gene
sequences. Molecular Phylogenetics and Evolution, 41: 636-662, 2006.

SWARCA, A. C., FENOCCHIO, A. S., DIAS, A. L. An update Cytogenetic Review for
Species of the Families Pseudopimelodidae, Pimelodidae and Heptapteridae (Pisces, Sil-
uriformes). Suggestion of a Cytotaxonomical Classification. Caryologia. 60(4):338-348,
2007.

SWARCA, A. C., FENOCCHIO, A. S., CESTARI, M. M., DIAS, A. L. Analysis of the
heterocromatin by combination of C-banding and CMAj3 and DAPI staining in two fish

SWARCA, A. C., VIDOTTO, A. P., DIAS, A. L. Cytogenetic characterization of Pimelodella
aff. avanhandavae (Siluriformes, Pimelodidac) from Tibagi River (Parana State, Brazil).
Caryologia, 56(4): 421-425, 2003a.

TOLDO E. E. Jr., DILLENBURG, S, R., CORREA, 1. C. S., ALMEIDA, L. E. S. B.,
WESCHENFELDER, J., GRUBER, N. L. S. Sedimentagdao de Longo e Curto Periodo na
Lagoa do Patos, Sul do Brasil. Pesquisas em Geociéncias, 33(2):79-86,2006.

TOLEDO, V., FERRARI, 1. Estudos citogenéticos de trés espécies do género Pimelodus
(Pimelodidae, Pisces). Cientifica, 4(2): 101-106, 1976.

TSUDA, J. R., DE MORAES, V. P. O., GIULIANO-CAETANO L., DIAS A. L. Occurrence
of natural triploidy in Rhamdia quelen (Siluriformes, Heptapteridae). Genetics and
Molecular Research, 9(3): 1929-1935, 2010.

VALCARCEL, A., BRUNNER, P., MAGGESE, M. C. B- chromosome polymorphism in the
South American catfish, Rhamdia sapo. Aquaculture, 110:111-118, 1993.



35

VASCONCELOS, C., MARTINS-SANTOS, I. C. Chromosome Polymorphism in species of
the Pimelodidae family (Pisces, Siluriformes). Hereditas, 132: 103-109, 2000.

VIDOTTO, A.P.,SWARCA. C., A, FENOCCHIO,A. S., DIAS, A. L.. Cytogenetic Studies
in Three Pimelodella meeki Populations (Pisces, Pimelodidac) from Tibagi River Basin
(Brazil). Journal of Heredity. 95(6):517-520, 2004.

VISSOTTO, P. C., FORESTIL, F., OLIVEIRA, C. A ZZ/ZW sex chromosome system in
Imparfinis mirini (Pisces, Siluriformes). Cytologia, 62:61-66, 1997.

VISSOTTO, P. C., FORESTI, F., OLIVEIRA, C. Karyotype description of Five species of
Pimelodidae (Teleostei, Siluriformes). Chromosome Science, 3: 1-7, 1999b.

VISSOTTO, P. C., FORESTI, F., OLIVEIRA, C. Karyotypic characterization of two species
of the genus Imparfinis (Teleostei, Silurifomes, Heptapteridae). Chromosome Science, 5: 97-
103, 2001.

VISSOTTO, P. C., FORESTI, F., OLIVEIRA, C. Supernumerary chromosomes in two
species of the family Pimelodidae (Teleostei, Siluriformes). Chromosome Science, 3: 9-13,
1999a.



CAPITULO |

CONSIDERACOES SOBRE A EVOLUCAO CARIOTIPICA DOS GENEROS
Imparfinis e Pimelodella (SILURIFORMES: HEPTAPTERIDAE)

36



37

*Este artigo serd submetido a publicagdo na revista Cytogenetic and Genome Research

Consideracbes sobre a evolugdo cariotipica dos géneros Imparfinis e Pimelodella
(Siluriformes: Heptapteridae)

Juceli Gonzalez Gouveia, Vivian Patricia Oliveira de Moraes, Tatiane Ramos de Sampaio,
Renata da Rosa e Ana Lucia Dias.

Departamento de Biologia Geral, Universidade Estadual de Londrina, CCB, CEP 86051-970,
Londrina, Parand, Brasil, fone (43) 3371-4527 (e-mail: anadias@uel.br).

Resumo

Heptapteridae ¢ uma das familias de peixes da ordem Siluriformes com uma ampla
distribuicao nas bacias da regido Neotropical. Estudos cariotipicos na familia ainda sdo
escassos, sendo realizados em menos de '/4 do total das espécies descritas e os géneros
Imparfinis ¢ Pimelodella apresentam poucas espécies e/ou populagdes com alguma
informagdo cromossomica. Foram analisados citogeneticamente espécimes de Imparfinis
schubarti, Imparfinis mirini e Pimelodella meeki de diferentes locais pertencentes a bacia do
Paranapanema/PR/Brasil. As duas espécies do género Imparfinis apresentaram 2n=58 e
NF=116: Imparfinis schubarti com 30m+28sm e Imparfinis mirini com 36m+22sm.
Pimelodella meeki apresentou 2n=46 com 26m+14sm+6st e NF=92, confirmando uma
variabilidade no 2n da familia Heptapteridae. Ambas as espécies de Imparfinis possuem
RONSs intersticiais no par 1 coincidentes com uma constrigio secundaria e P. meeki
apresentou RON terminal no brago curto do par 17. Todas as AgRONs foram coincidentes
com a sonda de DNAr 18S e positivas para CMAj;. A distribuicdo e composicdo da
heterocromatina mostrou-se variavel entre as espécies. Pimelodella meeki apresentou pouca
quantidade, rica em bases AT e GC sendo, portanto, positiva para os fluorocromos DAPI e
CMA; respectivamente. A heterocromatina em Imparfinis schubarti mostrou-se positiva para
CMA;, Em Imparfinis mirini além da heterocromatina ser positiva para o DAPI, o brago longo
de um dos cromossomos do par 19, apenas dos individuos machos, mostrou-se totalmente
heterocromatico. Apds analises meidticas, esse heteromorfismo pode ser facilmente
identificado em fases de paquiteno e metafase I, apresentando-se heteropicnético e DAPI
positivo. Essa caracteristica pode ser um indicio de diferenciagdo inicial de cromossomos
sexuais em Imparfinis mirini, reforcando a grande variabilidade cariotipica da familia. Os
dados obtidos confirmam uma diversidade cariotipica entre os heptapterideos e revelam a
importancia dos bandamentos cromossOmicos para maior caracterizagao citogenética das
espécies, buscando assim um melhor entendimento das relacdes evolutivas neste grupo de
peixes.

Palavras-chave: Bandamento cromossomico, Heteromorfismo, Pisces, Variabilidade
cariotipica.
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Introducéo

Os Siluriformes compdem uma das ordens mais representativas da
ictiofauna de agua doce da regido neotropical, com 478 géneros e 3093 espécies distribuidos
em 36 familias e, dentre estas, Heptapteridae ¢ uma das familias de peixes com uma ampla
distribuicao nas bacias dessa regido, possuindo 24 géneros ¢ 189 espécies validas [Ferraris,
2007]. O género Pimelodella, ¢ um dos géneros mais diversificados da familia, com 71
espécies distribuidas desde a bacia do rio La Plata, no sul da América do Sul, até o Panama,
na América Central; o género Imparfinis, com 18 espécies, também possui ampla distribui¢ao
nos rios de d4gua doce da América Central e do Sul [Reis et al., 2003].

Até o momento, estudos cariotipicos na familia Heptapteridae foram
realizados em apenas 33 espécies, menos de '/4 do total das espécies descritas [Gouveia, em
preparagdo] e os géneros Imparfinis e Pimelodella apresentam apenas algumas poucas
espécies e/ou populacdes com informagdes cromossdmicas (tabela 1).

O género Imparfinis apresenta um predominio de espécies com 2n=58
(tabela 1), sendo observado um 2n=56 apenas em uma populagdo de Imparfinis cf. piperatus
[Vissotto et al., 2001] e 2n=42 em Imparfinis hollandi Haseman 1911 [Margarido ¢ Moreira-
Filho, 2008], na qual os autores sugerem a ocorréncia de fusdes cromossdmicas para gerar um
2n menor. O género Pimelodella apresenta uma maior variagdo cariotipica sendo encontradas
diferentes espécies com 2n=46, 52 e 58 e distintas formulas cariotipicas (tabela 1).

Polimorfismos numéricos ¢ estruturais ja foram descritos em Pimelodella e
Imparfinis como a presenca de cromossomos B em Pimelodella sp [Garcia ¢ Almeida-Toledo,
2010] e sistemas de cromossomos sexuais em Imparfinis mirini Haseman 1911 [Vissoto et al.,
1997] ¢ em Pimelodella sp [Dias e Foresti, 1993], sendo que polimorfismos de
heterocromatina também ja foram descritos para diferentes populagdes de Imparfinis mirini
[Vissoto, 2000].

As regides organizadoras de nucléolos (Ag-RONs) em espécies de
Pimelodella e Imparfinis apresentam-se simples, sendo terminais nas espécies de Pimelodella
e intersticiais na maioria das espécies de Imparfinis, confirmadas pela localiza¢ao de sonda de
DNAr 18S em algumas espécies dos dois géneros (tabela 1).

A sonda de DNAr 58S foi utilizada por Garcia e Almeida Toledo [2010] em
Pimelodella meeki Eigenmann 1910, P. boschmai Van der Stigchel 1964 e P. lateristriga
Lichtenstein 1823, cujos sitios ribossomicos localizam-se na regido terminal de um par de

cromossomos submetacéntricos ¢ Pimelodella gracilis [Valenciennes, 1835] com quatro
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cromossomos portadores desses sitios. No género Imparfinis, apenas I. schubarti [Gomes,
1956] possui dados sobre os genes de DNAr 58S, estando localizados na regido intersticial de
um par de cromossomos submetacéntricos apresentando sintenia com o sitio de DNAr 18S
[Kantek et al., 2009].

Apesar de escassos, os dados demonstram que Pimelodella e Imparfinis sédo
um excelente grupo para estudos citogenéticos comparativos e evolutivos, e reforcam a
importancia de andlises citogenéticas mais refinadas, pois geralmente esses resultados se
restringem apenas a uma descri¢do cariotipica. Diante disso, o presente estudo visa realizar
analises de citogenética convencional e molecular em espécies dos géneros Pimelodella e
Imparfinis com o objetivo de trazer novas informagdes ¢ contribuir assim para um maior
conhecimento dos mecanismos envolvidos na diferenciacdo e evolucdo cromossomica deste

grupo de peixes.

Material e Métodos

Foram analisados 6 individuos de Pimelodella meeki Eigenmann 1910 (3
fémeas e 3 com sexo ndo identificado) e 5 individuos de Imparfinis mirini Haseman 1911 (2
fémeas, 2 machos e 1 com sexo ndo identificado), provenientes do ribeirdo
Jacutinga/Ibipord/PR (23°13°25.3”’S e 50°58°47.37”W); 12 individuos de Imparfinis schubarti
[Gomes, 1956], sendo 6 individuos (4 fémeas e 2 machos) foram coletados no ribeirdo Trés
Bocas/Londrina/PR (23°23°06.6”S e 51°04°35.8”W) e 6 exemplares (3 fémeas ¢ 3 machos)
provenientes do rio Laranjinha/Ribeirdo do Pinhal/PR (23°24°9.11”S e 50°27°16.4”W). Os
exemplares foram coletados com a permissdao do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos
Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA), com protocolo niimero: 11399-1. Os espécimes
estdo depositados no Museu de Zoologia da Universidade Estadual de Londrina (MZUEL),
Parana, Brasil, com numeros de voucher: 5766 (P. meeki); 5765 (I. mirini); 5762 (l. schubarti

do ribeirdo Trés Bocas) e 5767 (l. schubarti do rio Laranjinha).

Coloracdo convencional: mitose e meiose

Apos estimulagdo mitotica in Vivo com a injegdo prévia nos animais de
solugdo de fermento biologico por 24h [Lee e Elder, 1980], os cromossomos mit6ticos foram
obtidos com a técnica de preparagdo direta segundo Bertollo et al. [1978] usando células do

rim posterior. Os cromossomos foram visualizados por coloracao convencional com Giemsa
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5% diluido em tampao fosfato (pH 6.8) e classificados em metacéntricos (m),
submetacéntricos (sm), subtelocéntricos (st) e acrocéntricos (a), como comumente realizado
em peixes [Bertollo et al., 1983; Morelli et al., 1983; Portela-Castro et al., 1988, entre outros].
O numero fundamental (NF) foi calculado considerando os cromossomos metacéntricos,
submetacéntricos e subtelocéntricos como portadores de dois bragos e cromossomos
acrocéntricos portadores de um brago.

As fases meidticas foram obtidas a partir de gonadas dos machos. As
gonadas foram retiradas e transferidas para uma pequena cuba de vidro contendo 8 a 10 ml de
solugdo hipotdnica de KCl (0,075M) por 30 min a temperatura ambiente, em seguida foi feita
fixacdo com fixador recém preparado (alcool metilico: acido acético, na proporcao de 3:1) por
30 min (repetida 2 vezes). As gonadas foram guardadas em pequenos frascos plasticos, tipo
“Ependorff” contendo fixador a 4°C, até o preparo das ldminas de acordo com Kligerman e
Bloom [1977], com modificagdes, que consiste da maceragdo de pequenos pedacos da gdnada
em pocos da placa de Kline contendo uma gota de acido acético 45%; o material macerado ¢
homogeneizado e pingado em uma lamina de vidro em uma placa aquecedora (60°C); a

coloracdo ¢ feita com Giemsa 5%.

Bandamento cromossdmico

As regides organizadoras de nucléolos ativas (AgRONs) foram detectadas
pela técnica de impregnagdo por nitrato de prata [Howell e Black, 1980]. O padrdo de
distribuicdo da heterocromatina foi determinado pelo bandamento C corada com Giemsa e
com fluorocromos cromomicina A;s (CMAj3) e 4,5-diamino-phenylindole (DAPI), apos
tratamento com HCl 0.IM, Ba(OH), e 2xSSC, descrita por Sumner [1972]. Para a
determinagdo dos sitios ricos em pares de base GC e AT foram utilizados os fluorocromos
cromomicina Aj; (CMA3) e 4,5-diamino-phenylindole (DAPI), segundo Schweizer [1978],
respectivamente. As laminas foram coradas com 0.5 mg/ml de CMA; por 1 hora, lavadas em
agua destilada e sequencialmente coradas com 0.5 mg/ml de DAPI por 15 minutos. As
laminas foram montadas com um meio composto de glicerol/tampao Mcllvaine (pH 7.0) 1:1,

mais 2.5 mM de MgCl,.
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Hibridacéo fluorescente in situ

A hibridagdo fluorescente in situ (FISH) foi realizada de acordo com
procedimento descrito por Pinkel et al. [1986], com modifica¢des. A sonda de DNAr 18S de
Prochilodus argenteus [Hatanaka e Galetti, 2004] foi marcada com biotin-14-dATP por nick
translation. As laminas foram tratadas com 50 pL de mistura de hibridagcdo contendo 100 ng
de sonda marcada (7,5 pL), formamida 50% (30 pL), sulfato de dextrano 50% (12 pL),
20xSSC (10,5 pL). O mix de hibridagao foi denaturado a 80°C, por 10 minutos e a hibridag¢ao
foi realizada overnight a 37°C em camara umida. Apds a hibridagdo as laminas foram lavadas
em 2xSSC por 5 minutos, em 1 x PBS e 1 x PBD (20xSSC, Triton 100, leite em p6 desnatado
e agua destilada qsp 100; pH 7,0), todos a 45°C. A detecgdo do sinal foi feita utilizando 5 pL
de FITC (1:100) e 45 puL de BSA (5%) e para amplificar o sinal foi utilizado 40 pL de solugao
de amplificagdo (1,0 uL anti-avidina-biotina conjugada e 39 pLL de 1xPBD). As laminas foram
montadas com 25 pL da solugdo de DABCO (1,4-diazabicyclo (2.2.2)- octane (2,3%), 20 mM
Tris HCI, pH 8.0, (2%) e glicerol (90%), em 4gua destilada, 1 pL de MgCI2 50mM e 1 pL de
iodeto de propideo (50 pg/mL). As imagens foram obtidas com o fotomicroscopio Leica DM

4500 B, equipado com camera DFC 300FX e o software 4.0 Leica IM50.

Resultados

Género Imparfinis

As duas espécies estudadas do género Imparfinis (I. schubarti e 1. mirini),
apresentaram 2n=58 cromossomos com nimero fundamental (NF) igual a 116, sem diferencas
visiveis entre os sexos ou populagdes, sendo que Imparfinis schubarti apresentou 30m + 28sm
e Imparfinis mirini 36m + 22sm (fig. 1a, b). Foi observada uma constri¢do secundaria na
regido intersticial do brago longo do primeiro par de cromossomos metacéntricos (par 1) em
ambas espécies, coincidente com a Ag-RON, com a sonda de DNAr 18S e positiva para
CMA; (fig. 1a, b-box).

Por meio da técnica de banda-C, a heterocromatina em Imparfinis schubarti
e Imparfinis mirini mostrou forte marcagao intercalar a constri¢do secundaria do par 1 ¢ fracas
marcagdes nas regides terminais e intersticiais de alguns cromossomos (fig. 2a, b, c), sendo

que o brago longo de um dos cromossomos do par 19, dos individuos machos de I. mirini
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mostrou-se totalmente heterocromatico (fig. 2b). Essa caracteristica ndo foi evidenciada nas
fémeas de . mirini (fig. 2¢).

Ap0s coloragao da banda C com fluorocromos a heterocromatina mostrou-
se positiva para CMA; e negativa para DAPI em Imparfinis schubarti (fig. 4b e ¢) ¢ a
heterocromatina intercalar a constricdo secundaria apresentou marcagdo homogénea tanto
para DAPI como para CMA; (fig. 4b, ¢). Em Imparfinis mirini, tanto nos machos como nas
fémeas, a heterocromatina mostrou-se positiva para o DAPI, inclusive aquela intercalar a
constricdo secundaria do par 1 (fig. 4e, h); o braco longo heterocromatico de um dos
cromossomos do par 19 dos individuos machos também mostrou forte marcacdo pelo DAPI
(fig. 4¢). Este fato ndo foi evidenciado nas fémeas de Imparfinis mirini (fig. 4h).

Foram observadas células meioticas masculinas de Imparfinis mirini em
fase de paquiteno, diploteno, metafase I e anafase (fig. Sa-d, respectivamente); apos banda C,
uma pequena regido mais heterocromatica mostrou-se DAPI positiva e CMA; negativa em
fases de paquiteno e metafase I (fig. Se-h, respectivamente). Em paquiteno (fig. 5f) e metafase
I (fig. 5 g, h) pode ser evidenciada uma regido CMAj; positiva e DAPI negativa,

provavelmente correspondente 8 RON.

Pimelodella meeki

Em Pimelodella meeki todos os individuos analisados apresentaram 2n=46
cromossomos distribuidos em 26m + 14sm + 6st, com nimero fundamental (NF) igual a 92
(fig. Ic).

A Ag-RON foi evidenciada na regido terminal do brago curto de um par de
cromossomos submetacéntricos (par 17), sendo coincidente com a coloragdo pelo
fluorocromo base especifico CMA; e com a sonda de DNAr 18S, identificada pela técnica de
hibridagdo in situ por fluorescéncia (fig. 1¢c-box).

Em relagdo a distribuicdo da heterocromatina de Pimelodella meeki foram
observadas fracas marcagdes nas regides terminais e pericentroméricas de poucos
cromossomos, ¢ a RON mostrou-se banda C positiva (fig. 3a). Quando coradas com
fluorocromos, a heterocromatina apresentou-se positiva para DAPI e negativa para CMA;

(fig. 3b, c).
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Discussao

As espécies analisadas de Heptapteridae apresentaram 2n=>58 para o género
Imparfinis e 2n=46 para o género Pimelodella confirmando a variabilidade cariotipica da
familia, onde ja foram evidenciados 2n de 46, 52, 56 e 58, segundo revisdo feita por Swarga et
al. [2007] e Gouveia [em preparagao].

O ntmero diploide encontrado para as duas espécies de Imparfinis ¢é
considerado comum para o género, sendo observado em todas as populagdes ja analisadas de
I. schubarti, I. mirini, I. minutus [Lutken, 1874] e I. piperatus Eigenmann e Norris 1900 como
relacionado na tabela 1, exceto Imparfinis hollandi [Margarido e Moreira-Filho, 2008] com
2n= 42 e Imparfinis cf. piperatus [Vissotto et al., 2001] que possui 2n=56. No entanto, no
género Pimelodella ocorrem espécies com 2n=46 como Pimelodella boschmai, Pimelodella
gracilis, e diferentes populagdes de Pimelodella meeki [Garcia e Almeida-Toledo, 2010], com
2n=52 em Pimelodella aff. avanhandavae [Swarca et al., 2003] e também espécies como
Pimelodella lateristriga com 2n=58 [Garcia ¢ Almeida-Toledo, 2010], além de espécies ainda
sem descricdo como relatado na tabela 1. Estes dados mostram que esse género apresenta
consideravel variabilidade em relagdo ao numero diploide, que pode servir como marcador
para a caracterizacao das espécies desse grupo de peixes.

Recentemente, Borba et al. [2011] analisando diferentes espécies da familia
Heptapteridae e comparando com os dados ja existentes, consideraram o 2n=58 e
cromossomos biarmados como o cariétipo plesiomoérfico da familia, por ser a categoria que
mais prevalece neste grupo de peixes. Ainda segundo os autores, a redu¢do do numero
diploide nesta familia, possivelmente seria resultado de eventos sucessivos de fusdo como em
Imparfinis hollandi com 2n=42 [Margarido ¢ Moreira-Filho, 2008].

Considerando que a hipotese acima seja valida, os géneros Pimelodella e
Imparfinis, sdo um bom exemplo de que rearranjos cromossomicos podem estar ocorrendo na
evolucdo cariotipica dessa familia, pois sdo 0s que mais possuem variagdo no 2n € na
localizagdo das RONs entre os heptapterideos [Swarca et al., 2007], além da presenca de
cromossomos sexuais e polimorfismos (tabela 1).

Em trés diferentes populagdes de Pimelodella meeki da bacia do
Paranapanema, incluindo as do presente estudo, foram observadas diferencas sutis na férmula
cariotipica. Vidotto et al. [2004] analisaram esta espécie do rio Tibagi/PR, que apresentou um
caridtipo com 30m+12sm+4st; do rio Paranapanema/SP estudada por Garcia e Almeida-

Toledo [2010] com 28m+12sm+6st, e a populagcdo do ribeirdo Jacutinga (presente estudo),
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com 26m+14sm+6st; estas podem ser diferencas reais relacionadas com inversdes
cromossomicas ou diferencas nas medidas dos cromossomos entre os autores, que podem
estar relacionadas com maior ou menor condensacao dos cromossomos.

Um fato comum relatado no género Imparfinis ¢ a presenca de uma
constricdo secundéria intersticial como evidenciado no primeiro par de cromossomos
metacéntricos, tanto em Imparfinis mirini quanto em Imparfinis schubarti, ¢ que ja foi
descrita para Imparfinis mirini [Vissotto et al., 1997], Imparfinis piperatus (Citotipo A)
[Vissotto et al., 2001] e Imparfinis aff. schubarti [Stolf et al., 2004]. Fenocchio et al. [2003]
colocam géneros como Rhamdia e Pimelodella, com RONs simples localizadas nas regides
terminais dos cromossomos, em um grupo separado dos géneros Imparfinis e Cetopsorhamdia
que possuem RONs em posicdo intersticial dos cromossomos, coincidentes com as
constri¢des secundarias como observado nas espécies de Imparfinis aqui analisadas. As RONs
terminais observadas em Pimelodella (tabela 1), sdo mais comumente observadas nas espécies
dessa familia, podendo ser uma caracteristica plesiomorfica como também sugerido por Borba
et al. [2011].

Rearranjos cromossdmicos como inversdes poderiam ser responsaveis pelas
RONs intersticiais na familia Heptapteridae, assim como sua variagdo na localizagdo
cromossomica tanto em Imparfinis quanto em Pimelodella (tabela 1). Um fato interessante ¢é
que Imparfinis hollandi ¢ a unica espécie deste género com RON terminal e situada em um
par subtelocéntrico [Margarido e Moreira-Filho, 2008], confirmando diversos caminhos
evolutivos neste grupo de peixes.

Nas trés espécies estudadas a hibridacdo com sonda de DNAr 18S
confirmou os dados obtidos pela impregna¢cdo com nitrato de prata. Até o momento, apenas
Heptapterus longicauda Bleeker 1858 [Vissotto et al., 1999b] apresenta RONs multiplas,
podendo ser considerado um caso raro na familia. As RONs das espécies analisadas
mostraram marcagao positiva para o fluorocromo CMAj;, sendo, portanto, ricas em pares de
bases GC. Essa associa¢@o foi relatada em outras populagdes de Imparfinis aff. schubarti
[STOLF et al., 2004] e de Pimelodella meeki [Garcia ¢ Almeida-Toledo, 2010], sendo estes os
primeiros dados com coloragdo com CMAj; e hibridacdo com sonda de DNAr 18S em
Imparfinis mirini.

Vidotto et al. [2004] analisaram diferentes popula¢des de Pimelodella meeki
da bacia do rio Tibagi/PR, e observaram um heteromorfismo do tamanho da RON entre os
homodlogos, que ndo foi confirmado pela hibridagdo com sonda de DNAr 18S, e os autores

sugeriram que esse heteromorfismo foi devido a diferencgas na expressao de genes ribossomais
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ou até mesmo acumulo de heterocromatina ou crossing-over desigual, nao relacionado a um
maior numero de codpias de genes de DNAr em um dos homologos. Este fato nao foi
evidenciado na populacdo do presente estudo, que também pertence a bacia do rio Tibagi/PR,
provavelmente porque ndo houve a necessidade de um aumento na expressdo destes genes
entre os homologos, ou outro tipo de evento como visto nas popula¢des analisadas por
Vidotto et al. [2004]. Imparfinis schubarti também nao apresentou heteromorfismo de RON
como evidenciado em outras populagdes dessa espécie [Stolf et al., 2004; Kantek et al., 2009].

Em relacdo a distribuicdo da heterocromatina, foram evidenciadas
diferengas entre as trés espécies analisadas. Pimelodella meeki e Impafinis mirini,
apresentaram pouca quantidade de heterocromatina, distribuida em algumas regides
pericentroméricas ou terminais, sendo este o padrdo da familia Heptapteridae. Entretanto,
Imparfinis schubarti apresentou uma maior quantidade de heterocromatina, distribuida como
blocos terminais em alguns cromossomos. Apesar desta diferenga na quantidade de
heterocromatina, as duas espécies de Imparfinis apresentaram um conspicuo bloco adjacente a
constrigdo secundaria, que também ja foi observado em Imparfinis piperatus por Vissotto et
al. [2001], em Imparfinis schubarti e Imparfinis aff. schubarti observado por Kantek et al.
[2009] e Stolf et al. [2004], respectivamente, mostrando que esse par cromossdmico apresenta
diversas caracteristicas comuns, sugerindo uma homeologia entre as diferentes espécies de
Imparfinis, onde eventos evolutivos mantiveram esse par ¢ suas caracteristicas conservadas
neste grupo de peixes.

Em Pimelodella meeki as RONs estdo associadas a heterocromatina, como
ja relatado em Pimelodella spl e Pimelodella sp2 [Vasconcelos e Martins-Santos, 2000],
Pimelodella aff. avanhandavae [Swarca et al., 2003] e Pimellodella gracilis [Garcia ¢
Almeida-Toledo, 2010b], podendo ser uma caracteristica do género.

Quando corada com fluorocromos base-especificos a heterocromatina
apresentou padroes diferentes de composi¢do de bases entre as espécies. Imparfinis mirini
apresentaram regides heterocromaticas positivas tanto para DAPI como para CMAj; sendo,
portanto, neutras para os pares de bases AT e GC e Pimelodella meeki positivas para DAPI,
Imparfinis schubarti, entretanto, apresentou heterocromatina constituida preferencialmente
por bases GC, sendo positiva para CMA;

O heteromorfismo da heterocromatina observado entre os cromossomos do
par 19 de Imparfinis mirini do rio Jacutinga, poderia estar caracterizando o inicio de
diferenciagdo cromossdmica sexual do tipo XX/XY nesta espécie, pois foi evidenciado apenas

nos individuos machos. Diversos trabalhos destacam o heteromorfismo da heterocromatina
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importante para mudancas na morfologia e/ou tamanho dos cromossomos sexuais relatados
em peixes [Moreira-Filho et al., 1993; Centofante et al., 2002; Mariotto et al., 2004; Rosa et
al., 2006]. Vissotto et al. [1997], analisando duas populagdes de |. mirini, observaram um
heteromorfismo semelhante apenas em individuos fémeas, e os autores sugeriram um possivel
sistema sexual do tipo ZZ/ZW, onde o cromossomo W (submetacéntrico) das fémeas era tido
como portador de um grande bloco heterocromatico terminal localizado no brago longo.

Entretanto, Vissotto [2000] analisou outras cinco populagdes de |. mirini,
pertencentes a afluentes do rio Tieté e Paranapanema, e observou que esse polimorfismo,
dependendo da populagdo, aparece em homozigose (presente nos homologos), em
heterozigose (presente em apenas um dos cromossomos) ou ausente, tanto nos individuos
machos como nas fémeas, ndo confirmando assim um sistema cromossomico sexual. Todos
esses dados demonstram que esse polimorfismo parece ser importante na evolucdo e
diferencia¢do cromossomicas dessa espécie e que, os dados obtidos na populagdo do presente
estudo, sugerem que pode estar ocorrendo uma diferencia¢do sexual em I. mirini.

As fases meioticas de Imparfinis mirini mostraram um comportamento
regular e confirmaram o niimero dipldide encontrado, sendo observados 29 bivalentes em
dipléteno e metafase I; e outras fases como paquiteno e anafase I apresentaram caracteristicas
comuns, ja descritas para outros grupos de peixes [Portela-Castro et al., 2001; Gross et al.,
2009; Sampaio et al., 2011]. Nessas fases, o cromossomo com heteromorfismo da
heterocromatina, além de apresentar um comportamento regular na meiose, pode ser
facilmente observado apos bandamento C, pois apresentou-se heteropicnético, sendo um dos
bivalentes DAPI positivo; essa configuracao poderia ser a confirmagdo de uma diferenciacao
cromossOmica sexual.

Em fases de paquiteno e metafase I, apos coloragdo com fluorocromos,
observou-se uma regido menos condensada, provavelmente a constricdo secundaria, que foi
positiva para CMAj; e negativa para DAPI, caracterizando-a, portanto, como o par da RON de
I. mirini. Estas informagdes de meiose sdo inéditas para a espécie ¢ mostram a importancia
desta analise no comportamento meidtico dos cromossomos, principalmente quando se tem a
presenca de um heteromorfismo como evidenciado em . mirini.

Os dados obtidos, além de contribuir com novas informacoes, confirmam
uma diversidade cariotipica entre os heptapterideos e mostram a importancia dos
bandamentos cromossomicos, convencional ou molecular, para revelar divergéncias

estruturais entre as espécies, como a localizagdo das RONs e o polimorfismo de
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heterocromatina, buscando uma melhor caracterizacdo citogenética e entendimento dos

mecanismos envolvidos na evolugdo cariotipica deste grupo de peixes.
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Tabela 1- Dados citogenéticos em espécies dos géneros Imparfinis e Pimelodella (Heptapteridae). m=metacéntrico; sm=submetacéntrico; st =
subtelocéntrico; a = acrocéntrico; p = braco curto; q = brago longo; 2n=numero dipléide; NF=numero fundamental; RON=regido organizadora de nucléolo;
R=rio; Rb= ribeirio.

Género/Espécie Localidade 2n Férmula NF RON DNAr 18S Referéncia
Cariotipica
Imparfinis minutus R. Cunha/SP 58 42m+12sm+4st 116 Par 1 m, g, intersticial Garcia e Almeida-Toledo (2006)
1. mirini R. Jacutinga/SP, R. Quinta/SP 58 22m+34sm ZZ/ZW - Par 1 m, q, intersticial Vissotto et al. (1997)
1. mirini R. Pilar do Sul/SP 58 42m+12sm+4st 116 Par 1 m, q, intersticial Garcia e Almeida-Toledo (2006)
1. mirini Rb. Jacutinga/PR 58 36m+22sm 116 Par 1 m, q, intersticial Par 1 m, g, intersticial Presente estudo
Imparfinis cf. piperatus R. Juquia /SP 56 24m+12sm+20st - Par 22 sm, q, intersticial Fenocchio et al. (2003)
Imparfinis cf. pipetarus R. Juquid/SP 56 22m+26sm+4st+4a 102 Par 28 a, q, intersticial Vissotto et al. (2001)
1. piperatus R. Araras/SP 58 32m+26sm 116 Par 1 m, q, intersticial Vissotto et al. (2001)
1. piperatus R. Grande/SP 58 26m+22sm+8st+2a 106 Par 1 m, q, intersticial Vissotto et al. (2001)
Imparfinis aff. schubarti Rb.Marrequinhas, RbTrés bocas, R Agua da Floresta, 58 28m+28sm+2st 116 Par | m, g, intersticial Par 1 m, q, intersticial Stolf et al. (2004)
R. Vinicius, R. Taquari, R. Jataizinho-PR
Imparfinis aff. schubarti Rb. Canta Galo/SP, Rb. Trés Bocas/PR 58 22m+18sm+10st+8a  ----- Par 1 m, q, intersticial Fenocchio et al. (2003)
Imparfinis cf. schubarti R. Parana 58 24m+22sm + 128t ----- Par 14 sm, q, intersticial Par 14 sm, q, intersticial Borba et al. (2011)
1. schubarti Rb. Trés Bocas, R. Laranjinha/PR 58 30m+28sm 116 Par 1 m, q, intersticial Par 1 m, q, intersticial Presente estudo
1. hollandi R. Salto Osorio, R. Iguagu/PR 42 22m+10sm+10st - Par 18 st, p, terminal Par 18 st, p, terminal Margarido e Moreira-Filho (2008)
1. schubarti Drenagem Piumhi/MG 58 18m+34sm+6st 116 Par 10 sm, q, intersticial Par 10 sm, q, intersticial Kantek et al. (2009)
Pimelodella avanhandavae R. Araqué/SP, R. Capivara/SP 46 20m+20sm-+6st 86 1 par st, p, terminal Vissotto et al. (1999)
Pimelodella aff. avanhandavae  R. Tibagi/PR 52 30m+22sm 104 1 par sm, p, terminal 1 par sm, p, terminal Swarga et al. (2003)
P. boschmai R. Mogi-Guagu/SP 46 38m+8sm XY/XX 92 Par 21 st, p, terminal Par 21 st, p, terminal Garcia; Almeida-Toledo (2010)
P. gracialis R. Parana/SP 46 34m+12sm 92 Par 18 sm, p, terminal Par 18 sm, p, terminal Garcia; Almeida-Toledo (2010)
P. meeki R. Limoeiro/PR, R. Couro de Boi/PR, R. Gabriel da 46 30m+12sm+4st 92 1 par sm, p, terminal 1 par sm, p, terminal Vidotto et al. (2004)
Cunha/PR
P. meeki R. Sdo Miguel Arcanjo/SP, R. Pilar do Sul/SP 46 28m+12sm+6st 92 Par 20 sm, p, terminal Par 20 sm, p, terminal Garcia; Almeida-Toledo (2010)
P. meeki Rb. Jacutinga/PR 46 26m+14sm+6st 92 Par 17 sm, p, terminal Par 17 sm, p, terminal Presente estudo
P. meeki R. Parana 46 26m +16sm +4st - Par 15 sm, p, terminal Par 15 sm, p, terminal Borba et al. (2011)
P. lateristriga R. Paraiba do Sul Angra/RJ 58 36m+22sm 116 Par 20 sm, p, terminal Par 20 sm, p, terminal Garcia; Almeida-Toledo (2010)
Pimelodella sp. R. Mogi-Guagu/SP 46 40m-sm+6st-a - 1 par sm, p, terminal Dias e Foresti (1993)
XX/IXY
Pimelodella sp.1 R. Parand/PR 46 20m+20sm+6a 92 Par 12 sm, p, terminal Vasconcelos e Martins-Santos
(2000)
Pimelodella sp.2 R. Parand/PR 52 22m+22sm+8st 104 Par 18 st, p, terminal Vasconcelos e Martins-Santos
(2000)
Pimelodella sp. R. Pardo Cardoso/SP 46 34m+12sm e Bs 92 Par 21sm, p, terminal Par 21 sm, p, terminal e Bs ~ Garcia; Almeida-Toledo (2010)
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Figura 1- Cariograma das espécies da familia Heptapteridae: Imparfinis schubarti (a),
Imparfinis mirini (b) e Pimelodella meeki (c). Em destaque os pares da RON com coloragdo
por nitrato de prata, CMAj e marcacdo com sonda de DNAr 18S das trés espécies analisadas;
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Figura 2- Cariograma de Imparfinis schubarti (a), macho de Imparfinis mirini (b) e fémea de
Imparfinis mirini (c¢) com banda C. O primeiro par apresentando constrigdo secundaria com
bloco intercalar de heterocromatina e em (b) no destaque, o par 19 de Imparfinis mirini, com

heteromorfismo de heterocromatina; barra= Sum.
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Figura 3- Metafases somaticas com bandamento C de Pimelodella meeki (a, b, ¢): com
Giemsa (a); DAPI (b) e CMA; (¢). Setas indicam os pares da RON; barra= Spm

Figura 4- Metafases somaticas com bandamento C de Imparfinis schubarti (a, b, ¢) ¢
Imparfinis mirini: macho (d, e, f) e fémea (g, h, 1); com Giemsa (a, d, g); DAPI (b, e, h) ¢
CMA; (c, f, 1). Cabegas de seta em d, e, f evidenciam o cromossomo 19 do macho de
Imparfinis mirini com heteromorfismo da heterocromatina e as setas indicam os pares da

RON; barra= Spm.
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Figura 5- Células meidticas de Imparfinis mirini com bandamento C: (a-d) Giemsa, (e, g)
DAPI (f, h) CMA;, Fase de paquiteno (a, e, f), diploteno (b) e metafase I (c, g, h) com 29
bivalentes e anafase I (d). As cabecas de seta indicam, provavelmente, o cromossomo 19 e as
setas em f, g, h indicam o par da RON.
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Tendéncias evolutivas na familia Pseudopimelodidae (Siluriformes): triploidia natural e
cromossomos supranumerarios em Microglanis cottoides (Boulenger 1891).
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Resumo A familia Pseudopimelodidae compreende 29 espécies amplamente distribuidas
pelos rios da regido Neotropical. Os estudos citogenéticos foram realizados em apenas seis
espécies de quatro géneros distintos. Neste trabalho foram reunidos dados cariotipicos de
Pseudopimelodus pulcher ¢ Microglanis cottoides de diferentes bacias hidrograficas,
utilizando marcadores cromossdmicos convencionais ¢ moleculares. As duas espécies
apresentaram 2n=54, com 20m+16sm+10st+8a ¢ NF=90 para Pseudopimelodus pulcher e
30m+14sm+6st+4a e NF= 104 para Microglanis cottoides, sendo encontrada uma fémea desta
ultima espécie com 45m+21sm+9st+6a totalizando 81 cromossomos mais 2 cromossomos
extras do tipo metacéntrico pequenos, sugerindo a ocorréncia de triploidia natural com
cromossomos supranumerarios. P. pulcher apresentou de 2 a 4 AgRONs no brago curto do
par 12 e 23, coincidentes com marcacdes pela sonda de DNAr 18S e positivas para o
fluorocromo CMA;. Microglanis cottoides apresentou apenas um par de cromossomos
portador da RON (par 24) que também foi coincidente com a marcagdo com sonda de DNAr
18S ¢ CMA;. A fémea triploide de Microglanis cottoides apresentou trés cromossomos
subtelocéntricos positivos para AgRONs, sonda de DNAr 18S e CMAj. A distribuigdo da
heterocromatina nas duas espécies mostrou-se semelhante sendo observada nas regides
pericentroméricas e terminais de alguns cromossomos, entretanto a composi¢do apresentou
diferengas: em Pseudopimelodus pulcher a heterocromatina foi positiva tanto para CMA;
como para DAPI, sendo assim rica tanto em pares GC quanto AT. E em Microglanis cottoides
foi apenas DAPI positiva, inclusive os cromossomos supranumerarios do triploide. A
formacao deste individuo polipléide parece ter vindo a partir de um gameta feminino diploide,
pois tanto a fémea quanto o tripldide apresentam dois cromossomos do primeiro par
parcialmente heterocromaticos, fato este ndo evidenciado nos machos. Os dados apresentados
sdo inéditos para P. pulcher e mostram a primeira descri¢do de triploidia natural com presenga
de cromossomos supranumerarios na familia. Apesar de escassos os dados citogenéticos neste
grupo de peixes o 2n=54 parece ser uma caracteristica conservada, no entanto, diferencas
significativas ocorreram em relagdo as RONs, podendo sugerir a presenca de rearranjos
cromossomicos na evolugao cariotipica dos pseudopimelodideos.

Palavras-chave: Cromossomos extras, Heterocromatina, DNAr 18S, Pisces, poliploidia.
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Introducéo

A familia Pseudopimelodidae compreende 29 espécies amplamente
distribuidas pelos rios da regiio Neotropical. E composta por cinco géneros: Batrachoglanis,
com cerca de 5 espécies encontradas nas bacias Amazonica, do Maracaibo, Orinoco e
Magdalena; Cephalosilurus, com 4 espécies distribuidas no Orinoco, Amazonia ¢ bacia do rio
Sao Francisco; Lophiosilurus, com somente uma espécie descrita, L. alexandri Steindachner,
1877, com localizag@o apenas na bacia do rio Sao Francisco; Microglanis, com 14 espécies e
a maior distribuicdo, desde a vertente Ocidental dos Andes, no Peru, na bacia do rio La Plata ¢
também na Argentina ¢ Pseudopimelodus, com 5 espécies com ampla distribui¢ao, nos rios da
América do Sul e América Central (Shibatta 2003).

Os estudos citogenéticos sdo muito escassos nessa familia e descri¢des
cariotipicas foram realizadas em apenas seis espécies de quatro géneros distintos:
Cephalosilurus apurensis (Mees 1978), Microglanis aff. cottoides, Microglanis cottoides
(Boulenger 1891), Pseudopimelodus bufonius (Valenciennes 1840), Pseudopimelodus
mangurus (Valenciennes 1835) (revisdo de Swarga et al. 2007) e Lophiosilurus alexandri
(Marques et al. 2008). Estas analises revelaram 2n= 54 para todos os exemplares analisados,
indicando uma evolugao cariotipica bem conservada em relacdo ao numero dipléide.

A heterocromatina em Pseudopimelodidae mostra-se distribuida como
blocos heterocromaticos em alguns cromossomos, geralmente em regides pericentroméricas e
terminais (Vissotto et al. 1999; Martinez et al. 2008; Marques et al. 2008). As RONs neste
grupo de peixes podem ser simples como em Lephiosilurus alexandri (Marques et al. 2008)
ou multiplas como em Pseudopimelodus bufonius (Martinez et al. 2008).

Hibridagao fluorescente in situ (FISH) foi realizada, até o momento, apenas
em Lophiosilurus alexandri por Marques et al. (2008). Os autores confirmaram a ocorréncia
de RONs simples nesta espécie utilizando a sonda de DNAr 18S e o sitio de DNAr 5S foi
evidenciado em outro par de cromossomos ndo sendo sinténico com a RON. Marques et al.
(2008) também utilizaram os fluorocromos cromomicina A; (GC especifico) e DAPI (AT
especifico) em L. alexandri, assim como Martinez et al. (2004) em Pseudopimelodus
mangurus e as duas espécies mostraram sinais positivos para CMAj; correspondentes as Ag-
RONS.

Neste trabalho foram apresentados dados cariotipicos de Pseudopimelodus
pulcher (Boulenger 1887) e Microglanis cottoides, utilizando marcadores cromossdmicos

convencionais (Giemsa, RON e banda C) e moleculares (fluorocromos ¢ FISH com sonda de
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DNAr 18S), visando um melhor entendimento da evolu¢do cromossomica na familia
Pseudopimelodidae. Os dados apresentados sdo inéditos para P. pulcher ¢ mostram a primeira
descricdo de triploidia natural com presenga de cromossomos supranumerarios na familia

Pseudopimelodidae, em M. cottoides.

Material e Métodos

Foram analisados 5 individuos de Pseudopimelodus pulcher (Boulenger
1887) (2 machos, 2 fémeas e 1 sexo ndo identificado) provenientes do rio Laranjinha
pertencente a bacia do Paranapanema, localizado na cidade de Ribeirdo do Pinhal/PR
(23°24°9.117’S ¢ 50°27°16.4”W) e 6 exemplares de Microglanis cottoides (Boulenger 1891) (4
machos e 2 fémeas), do rio Forquetinha, pertencente ao Sistema Hidrografico da Laguna dos
Patos localizado na cidade de Forquetinha/RS (29°24°21.8”S e 52°03°18.3”W). Os
exemplares foram coletados com a permissao do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos
Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA), com protocolo niimero: 11399-1. Os espécimes

foram depositados no Museu de Zoologia da Universidade Estadual de Londrina (MZUEL).

Coloracgéao convencional

Apos estimulagdo mitdtica in Vivo com a injegdo prévia nos animais de
solugdo de fermento bioldgico por 24h (Lee e Elder 1980), os cromossomos mitoticos foram
obtidos com a técnica de preparagao direta segundo Bertollo et al. (1978) usando células do
rim posterior. Os cromossomos foram visualizados por coloragdo convencional com Giemsa
5% diluido em tampao fosfato (pH 6.8) e classificados em metacéntricos (m),
submetacéntricos (sm), subtelocéntricos (st) e acrocéntricos (a), como comumente realizado
em peixes (Bertollo et al. 1983; Morelli et al. 1983; Portela-Castro et al. 1988, entre outros).
O numero fundamental (NF) foi calculado considerando os cromossomos metacéntricos,
submetacéntricos e subtelocéntricos como portadores de dois bragos e cromossomos

acrocéntricos portadores de um brago.

Bandamento cromossdmico

As regides organizadoras de nucléolos ativas (AgRONSs) foram detectadas

pela técnica de impregnagdo por nitrato de prata (Howell e Black 1980). O padrao de
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distribuicao da heterocromatina foi determinado pelo bandamento C com Giemsa apds
tratamento com HCl 0.1M, Ba(OH), e 2xSSC, descrita por Sumner (1972). Para a
determinagdo dos sitios ricos em pares de base GC e AT foram utilizados os fluorocromos
cromomicina Aj; (CMA3) e 4,5-diamino-phenylindole (DAPI), segundo Schweizer (1978),
respectivamente. As ldminas foram coradas com 0.5 mg/ml de CMA; por 1 hora, lavadas em
agua destilada e sequencialmente coradas com 0.5 mg/ml de DAPI por 15 minutos. As
laminas foram montadas com um meio composto de glicerol/tampao Mcllvaine (pH 7.0) 1:1,

mais 2.5 mM de MgCl,.

Hibridacéo fluorescente in situ

A hibridagdo fluorescente in situ (FISH) foi realizada de acordo com
procedimento descrito por Pinkel et al. (1986), com modificagdes. A sonda de DNAr 18S de
Prochilodus argenteus (Hatanaka ¢ Galetti 2004) foi marcada com biotin-14-dATP por nick
translation. As ldminas foram tratadas com 50 pL de mistura de hibridacao contendo 100 ng
de sonda marcada (7,5 pL), formamida 50% (30 pL), sulfato de dextrano 50% (12 L),
20xSSC (10,5 pL). O mix de hibridagao foi denaturado a 80°C, por 10 minutos e a hibridagao
foi realizada overnight a 37°C em cadmara umida. Apés a hibridagdo as laminas foram lavadas
em 2xSSC por 5 minutos, em 1 x PBS e 1 x PBD (20xSSC, Triton 100, leite em p6 desnatado
e agua destilada gsp 100; pH 7,0), todos a 45°C. A detecc¢do do sinal foi feita utilizando 5 pL.
de FITC (1:100) e 45 pL de BSA (5%) e para amplificar o sinal foi utilizado 40 puL de solucao
de amplificagdo (1,0 uL anti-avidina-biotina conjugada e 39 uLL de 1xPBD). As laminas foram
montadas com 25 pL da solu¢do de DABCO (1,4-diazabicyclo (2.2.2)- octane (2,3%), 20 mM
Tris HCL, pH 8.0, (2%) e glicerol (90%), em 4gua destilada), 1 L. de MgCI2 50mM e 1 pL de
iodeto de propideo (50 pg/mL). As imagens foram obtidas com o fotomicroscopio Leica DM

4500 B, equipado com camera DFC 300FX ¢ o software 4.0 Leica IM50.

Resultados

Pseudopimelodus pulcher

Em Pseudopimelodus pulcher o numero dipléide encontrado foi de 54

cromossomos com férmula cariotipica de 20m+16sm—+10st+8a ¢ nimero fundamental (NF)

igual a 90 (Fig. 1a).
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Foram observadas de 2 a 4 AgRONs no brago curto de um par de
cromossomos submetacéntricos (Par 12) e de um par de cromossomos subtelocéntricos (Par
23), coincidentes com marcagdes pela sonda de DNAr 18S, por meio da técnica de hibridagao
in situ por fluorescéncia (Fig. la-box). Na coloragdo com os fluorocromos também foram
observados quatro cromossomos com sinais fluorescentes para CMAj; e negativos para DAPI,
coincidentes com as RONs (Fig. 1a-box).

A heterocromatina apresentou-se distribuida nas regides pericentroméricas e
terminais de alguns cromossomos e, apds coloragdo com fluorocromos foi positiva tanto para
CMA; como para DAPI (Fig. 2a-d); um par submetacéntrico, de tamanho grande,
provavelmente o par 12 da RON, mostrou marcacdo heterocromatica na regido
pericentromérica e terminal do brago curto (Fig. 2a), sendo que a marcagdo pericentromérica

foi positiva para CM A3z e DAPI e a terminal foi positiva apenas para CMAj3 (Fig. 2b,c, d).

Microglanis cottoides

Microglanis cottoides também apresentou o numero diploide de 54
cromossomos com 30m+14sm+6st+4a e nimero fundamental (NF) igual a 104 (Fig. 1b). Uma
fémea de Microglanis cottoides apresentou 45m+21sm+9st+6a totalizando 81 cromossomos
mais 2 cromossomos extras do tipo metacéntricos pequenos (Fig. 1c¢).

A AgRON dos individuos dipléides de Microglanis cottoides foi localizada
no brago curto do par 24, subtelocéntrico, ¢ do individuo tripldide foi localizada em trés
cromossomos subtelocéntricos (24). Em ambos os cariotipos (diploides e triploide) a RON foi
coincidente com a marcag¢ao pela sonda de DNAr 18S, sendo também positiva para coloragao
com fluorocromo cromomicina Aj (Fig. 1b, c-box).

A heterocromatina de Microglanis cottoides tanto dos diploides como do
triploide, apresentou-se distribuida em regides terminais e pericentroméricas de alguns
cromossomos, sendo que o par da RON (24) foi banda C positiva, mostrando-se
heterocromatico na regido terminal do brago curto (Fig. 3a, d, g) e os cromossomos
supranumerarios do individuo tripléide apresentaram-se totalmente heterocromaticos (Fig. 3g-
box).

Todas as regides heterocromaticas dos individuos dipldides e do triploide,
mostraram-se positivas para DAPI e negativas para CMAj; e somente o par da RON

apresentou heterocromatina CMA; positiva (Fig. 3a-1).
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O individuo tripléide apresentou dois dos primeiros cromossomos do
complemento, um grande bloco de heterocromatina intersticial, assim como o primeiro par
cromossomico da fémea dipléide (Fig. 3d, g) que, apos coloragdo com o fluorocromo DAPI
mostrou-se bem mais evidente e positivo para este fluorocromo, assim como 0s cromossomos
supranumerarios da fémea triploide (Fig. 3e, h). Esse bloco de heterocromatina nao foi

evidenciado em nenhum dos individuos machos de M. cottoides (Fig. 3a, b, c).

Discussao

Tanto Pseudopimelodus pulcher como Microglanis cottoides apresentaram
o numero diploide igual a 54 cromossomos, o que corrobora com o 2n descrito para as
espécies de pseudopimelodideos estudadas citogeneticamente até o momento, como
relacionado na tabela 1, demostrando que, apesar de poucas espécies analisadas
cariotipicamente, apenas 7 das 29 espécies descritas na familia, o nimero diploide indica uma
evolucdo cromossdmica conservativa neste grupo de peixes.

Estes sdo os primeiros dados cariotipicos para Pseudopimelodus pulcher,
mas outras populagdes de Microglanis cottoides apresentaram formulas cariotipicas diferentes
do presente estudo (30m+14sm+6st+4a), como as que foram analisadas por Vissotto et al.
(1999) da bacia do Paranapanema, com 22m+20sm+12st e por Martinez et al. (2008) do
ribeirdo Cavalo/SC com 10m+32sm+10st+2a. Essas diferencas podem estar relacionadas ao
provavel complexo de espécies do grupo ‘““cottoides”, proposta por Mori (2005), que
relaciona exemplares provenientes de drenagens litoraneas dos estados de Santa Catarina,
Parana e Sao Paulo, além da localidade tipo de M. cottoides que ¢ o rio Camaqua (drenagem
da Lagoa dos Patos/RS). Mori e Shibatta (2006) e Alcaraz et al. (2008), afirmam ainda que ¢
necessario uma andlise filogenética das espécies desse género que estdo inclusas em
diferentes complexos.

Além disso, Microglanis cottoides do rio Forquetinha apresentou um
individuo com 45m+21sm+9st+6a + 2 cromossomos pequenos, sugerindo a ocorréncia de
triploidia natural com cromossomos supranumerarios (3n=81+2), sendo este o primeiro relato
de tal evento na familia Pseudopimelodidae. Triploidia natural em peixes neotropicais ja foi
relatada em diferentes espécies (Malacrida et al. 2003; Garcia et al. 2003; Kantek et al. 2007;
Tsuda et al. 2010, entre outros) e uma das possiveis explicagdes para a ocorréncia de tal
evento estaria relacionada a mudangas de temperatura ambiental, que seriam responsaveis por

facilitar a reten¢ao do segundo corpo polar durante a divisdo meidtica formando um gameta
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dipléide que, apds ser fecundado, originaria um individuo tripldéide (Cuellar e Uyeno 1972).
Os individuos de M. cottoides do presente estudo foram coletados num ambiente de aguas
frias, de serra e com constantes corredeiras, o que poderia entdo, facilitar algum tipo de
choque térmico para formagdo deste gameta diploide e, portanto, do individuo tripléide.

A fémea triploide de Microglanis cottoides apresentou um bloco
heterocromatico intersticial em dois dos trés cromossomos 1 do complemento. A fémea
diploide também apresentou esta mesma caracteristica no par 1 e em ambos individuos a
heterocromatina foi positiva para DAPI. Essa caracteristica poderia ser um marcador
cromossomico confirmando a fémea como portadora de um gameta dipldide, pois ndo foi
evidenciada heterocromatina intersticial no primeiro par cromossomico em nenhum dos
individuos machos, ou seja, os dois cromossomos heterocromaticos da fémea triploide teriam
se originado de um gameta feminino dipléide e o cromossomo 1 eucromdtico do gameta
masculino hapléide.

A presenga de pouca heterocromatina em Pseudopimelodus pulcher e
Microglanis cottoides, onde apenas alguns cromossomos apresentam bandas positivas,
também ja foi descrito para Microglanis cottoides (Vissotto et al. 1999) Pseudopimelodus
mangurus (Martinez et al. 2004), Cephalosilurus apurensis, Microglanis aff. cottoides e
Pseudopimelodus bufonius (Martinez et al. 2008), sugerindo que esta pode ser uma
caracteristica dos peixes dessa familia. Todos os individuos de Microglanis cottoides
(dipldides e tripldide) apresentaram RON com banda C positiva o que ja foi observado por
Martinez et al. (2008) em Cephalosilurus apurensis e Pseudopimelodus mangurus e também
em Microglanis aff. cottoides por Martinez et al. (2004).

Apos tratamento da banda C com fluorocromos CMAj; e DAPI, pode-se
observar que Pseudopimelodus pulcher apresenta heterocromatina rica em bases AT ¢ GC, no
entanto, um par submetacéntrico, de tamanho grande, provavelmente o par 12 da RON,
revelou marcagdo pericentromérica positiva para CMAj3; e DAPI e a terminal foi positiva
apenas para CMA3;, mostrando que estas regides se diferenciam em relagdo a composigao de
bases da heterocromatina neste cromossomo, o que poderia sugerir um cromossomo marcador
para esta espécie. Em Pseudopimelodus mangurus, Martinez et al. (2004) também observaram
heterocromatina rica em bases GC. Ja Microglanis cottoides do presente estudo, apresentou
heterocromatina DAPI", tanto nos individuos diploides como no triploide.

A familia Pseudopimelodidae, apesar de apresentar um numero dipldide
conservado, mostra grande variabilidade em relacdo as RONs, sendo observadas multiplas e

simples, tanto em espécies de diferentes géneros como em diferentes espécies do mesmo
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género, assim como variacao na sua localizacdo (tabela 1). As trés diferentes populagdes de
Microglanis cottoides, incluindo as do presente estudo, também mostram diferengas no
padrdo e na localizagdo das RONs (tabela 1), além das formulas cariotipicas, como citado
anteriormente, confirmando que podem ser realmente diferentes espécies e que merecem uma
melhor andlise filogenética e sistematica.

As diferencgas observadas em diferentes espécies do mesmo género, como
em Pseudopimelodus mangurus (Martinez et al. 2004) com RON simples e Pseudopimelodus
pulcher, com RONs multiplas, confirmam que as RONs sdo bons marcadores cromossdmicos,
podendo ser espécie-especificas e toda essa variabilidade indica que essas regides ndo seguem
um padrao na familia e que rearranjos cromossomicos seriam eventos importantes durante a
evolugdo cariotipica deste grupo de peixes. De acordo com Galetti Jr. (1998) um unico par
portador de DNAr 45S ¢ considerado um carater primitivo para peixes. Apesar do pequeno
numero de espécies estudadas, a maioria dos pseudopimelodideos apresenta RONs simples, o
que poderia ser considerado um carater plesiomorfico para o grupo e as RONs multiplas
seriam derivadas, entretanto, este fato poderia ser confirmado com a anélise de mais espécies
dessa familia.

As RONs de Microglanis cottoides e de Pseudopimelodus pulcher foram
confirmadas pela hibridagdo in situ com sonda de DNAr 18S e estas regides também
mostraram-se positivas para cromomicina Asz, sendo portanto, ricas em bases GC. Coloragado
com fluorocromos tinha sido realizada apenas em Pseudopimelodus mangurus (Martinez et al.
2004), e Lophiosilurus alexandri (Marques et al. 2008), que também foram coincidentes com
a RON e, sendo que nessa ultima espécie, também foi confirmada pela a hibridagdo com
sonda de DNAr 18S.

O individuo triploide de Microglanis cottoides apresentou trés cromossomos
portadores da RON, como ja relatado em outros casos de triploidia em peixes (Maistro et al.
1994; Tsuda et al. 2010; Silva et al. 2011), tanto pela impregnacao com nitrato de prata e
CMA, como pela hibridacdo com sonda de DNAr 18S, ndo havendo portanto, a inativagdo de
genes ribossomais e confirmando a triploidia.

Outro fato interessante em Microglanis cottoides ¢ que foram evidenciados
cromossomos supranumerarios apenas no individuo triploide, que se mostraram totalmente
heterocromaticos e DAPI positivos. Cromossomos supranumerdrios totalmente
heterocromaticos ja foram relatados por Maistro et al. (1994) em um individuo triploide de
Astyanax scabripinnis (Jenyns 1842) e em Curimata modesta Walbaum 1792 por Venere ¢

Galetti Jr. (1985). E o fato destes cromossomos serem evidenciados apenas no individuo
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triploide de Microglanis cottoides, sugere que esta ¢ uma condigdo tnica, € que poderia ser
uma consequéncia do evento que levou a formagdo desse individuo. Este fato ja foi
mencionado por Pansonato-Alves et al. (2011) em um individuo triploéide de Characidium cf.
zebra (Characiforme) que também apresentou cromossomos extras apenas neste individuo.
Este trabalho contribuiu com informagdes inéditas na familia, como o
primeiro relato citogenético de Pseudopimelodus pulcher e da popula¢do de Microglanis
cottoides do Sistema Hidrografico da Laguna dos Patos/RS, assim como a ocorréncia de
triploidia natural e cromossomos supranumerarios. Apesar da escassez de dados cariotipicos
em espécies da familia Pseudopimelodidae a ocorréncia de um 2n=54 parece ser uma
caracteristica conservada, e diante dos resultados obtidos e os da literatura, pode-se observar
que este grupo possui diferengas significativas no padrdo das RONs e na distribuicdo e
composicdo da heterocromatina, mostrando que estas diferencas podem ter surgido por
caminhos evolutivos distintos, onde rearranjos cromossomicos tiveram um importante papel

na evolugdo cariotipica desta familia.
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Tabela 1- Dados citogenéticos em espécies da Familia Pseudopimelodidae. m=metacéntrico;
sm=submetacéntrico; st=subtelocéntrico; a=acrocéntrico; p=braco curto; q=brago longo; 2n=ntimero

diploide; NF=numero fundamental; R= rio; Rb= ribeirdo; Aq= aquario.

Geénero/Espécie Localidade 2n  Foérmula NF  RON DNAr 18S Referéncia
Cariotipica
Cephalosilurus R. Orinoco/ 54 6m+28sm+l14st+6a - Par 19 stp - Martinez et al.
apurensis Venezuela terminal (2008)
Lophiosilurus R. Séo Francisco 54  l6émt+18sm+10st+10a 1 par sm, p, 1 par sm, p, Marques et al.
alexandri terminal terminal (2008)
Microglanis aff. Rb. Cavalo, R. 54 10m+32sm+10st+2a - Par 23st,p e - Martinez et al.
cottoides Jaragua do Sul/SC par 22st, q, (2008)
terminal
Microglanis R. Araqua e R. 54 22m+20sm=12st 96 Par 1m, q, - Vissotto et al.
cottoides Capivara terminal (1999)
Microglanis R.Forquetinha/RS 54 30m+14sm+6st+da 104  Par 24 st,p, Par 24 st, p, Presente estudo
cottoides terminal terminal
Pseudopimelodus Aq. Trade/ 54 12m+30sm+12st - Pares 9, 10 e - Martinez et al.
bufonius Amazonia 11 sm, p, (2008)
terminal
Pseudopimelodus R. Capim/PR 54 18m+22sm+6st+8a 100 1 par m,p - Souza et al.
bufonius terminal (2003)
Pseudopimelodus R. Mogi-Guagu/SP 54 6m+26sm+12st+10a - Par 19st, p, - Martinez et al.
mangurus terminal (2004)
Pseudopimelodus R. Laranjinha/PR 54 20m+16sm+10st+8a 90 Par 12 sme Par 12 smepar  Presente estudo
pulcher par 23st, p, 23st, p, terminal

terminal
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Figura 1- Cariograma de Pseudopimelodus pulcher (a) e Microglanis cottoides: diploide (b);
fémea triploide (c). No Box em a, b e c, os pares da RON com coloragdo por nitrato de prata,

CMA; e marcagao com sonda de DNAr 18S das espécies analisadas; barra= Sum
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Figura 2- Metafases somaticas de Pseudopimelodus pulcher com banda C: com Giemsa (a);
DAPI (b); CMA3; (c); e sobreposicdo DAPI/CMA; (d) Setas mostram o par cromossdmico
heterocromatico com sitios AT na regido pericentromérica ¢ GC na regido terminal do braco

curto; barra= Spm.
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Figura 3- Metafases somaticas de Microglanis cottoides (triploide ¢ diploides) com banda C
sequencial: (a, d, g) Giemsa; (b, e, h) DAPI; (c, f, 1) CMAj;. As cabecas de seta indicam os
pares da RON. Setas indicam os dois cromossomos 1 com bloco de heterocromatina
intersticial da fémea dipldide (d) e da fémea tripldide (g), positivas para DAPI (e, h) e
negativas para CMA; (f, 1). O macho diploide (a, b, ¢) ndo possui bloco de heterocromatina no
par 1 (setas). No box em (g, h) os dois cromossomos supranumerdrios totalmente
heterocromaticos (g) e DAPI positiva (h); barra= Sum.

|
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho foi possivel evidenciar em diferentes espécies de duas
familias da ordem Siluriformes, caracteristicas cromossdmicas frequentemente encontradas
em outras populacdes, assim como dados peculiares para cada familia e de grande
importancia para inferéncias futuras no estudo desse grupo de peixes. De um modo geral,

podem ser destacadas as seguintes consideragdes sobre o presente estudo:

1. As espécies da familia Heptapteridae apresentaram variagdo no nimero
diploide entre os dois géneros analisados, onde as duas espécies do
género Imparfinis apresentaram 2n=58 ¢ Pimelodella com 2n=46 ¢ todas
as espécies apresentam diferentes formulas cariotipicas. As duas espécies
analisadas da familia Pseudopimelodidac, Microglanis cottoides e
Pseudopimelodus pulcher apresentaram 2n=54, com diferentes formulas

cariotipicas.

2. Os individuos machos de Imparfinis mirini, da familia Heptapteridae,
apresentaram um heteromorfismo de heterocromatina no par 19, que
apresentou-se DAPI" e heteropicnético em diferentes fases da meiose,
podendo se tratar de uma diferenciagdo inicial de cromossomos sexuais

nesta espécie.

3. Microglanis cottoides apresentou um individuo fémea triploide (3n=81)
com dois cromossomos extras, completamente heterocromaticos e
DAPI’, constituindo no primeiro relato de poliploidia na familia

Pseudopimelodidae.

4. As RONs, pela impregna¢do com nitrato de prata e com a sonda de
DNAr 18S, foram observadas em regido intersticial do brago longo do
par 1 em Imparfinis schubarti e Imparfinis mirini, coincidentes com a
constricdo secundaria e na regido terminal do braco curto do par 17 em
Pimelodella meeki, confirmando a variabilidade das RONs da familia

Heptapteridae.
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As RONs, pela impregnacao com nitrato de prata e com a sonda de
DNAr 18S, foram multiplas em Pseudopimelodus pulcher sendo
evidenciadas nas regides terminais do braco curto do par 12 e 23; em
Microglanis cottoides as RONs foram localizadas no brago curto do par
24, sendo que o individuo triploide dessa espécie apresentou trés

cromossomos portadores destas regides.

Nas espécies da familia Heptapteridae foram evidenciadas diferencas em
relacdo a quantidade e composi¢dao da heterocromatina, onde Imparfinis
schubarti apresentou blocos heterocromaticos CMA3; /DAPI nas regides
pericentroméricas ¢ terminais da maioria dos cromossomos. |. mirini e
Pimelodella meeki apresentaram menor quantidade de heterocromatina,
distribuida nas regides pecientroméricas e terminais dos cromossomos,
sendo que em I. mirini foi CMA; /DAPI" ¢ em P. meeki foi
CMA; ' /DAPI".

Em Pseudopimelodus pulcher a heterocromatina apresentou-se
distribuida nas regides pericentroméricas e terminais de alguns
cromossomos, rica em bases AT e GC, onde um par submetacéntrico
apresentou diferengas na composicdo de bases, sendo que na regido
terminal de brago curto apresentou heterocromatina CMA3" e na regido
pericentromérica DAPI". Esse par cromossdmico poderia ser considerado

como um marcador para P. pulcher.

A heterocromatina de Microglanis cottoides também se apresentou
distribuida nas regides pericentroméricas e terminais de alguns
cromossomos, podendo ser uma caracteristica dos peixes da familia
Pseudopimelodidae, entretanto, em M. cottoides as regides

heterocromaticas foram DAPI", inclusive no individuo triploide.

O individuo triploide de Microglanis cottoides, apresentou um grande
bloco de heterocromatina em apenas dois dos primeiros cromossomos,

assim como o primeiro par na fémea dipldide. Essa caracteristica nao foi



10.

73

evidenciada em nenhum dos individuos machos e pode ser considerada
como um possivel marcador para a formagao desse individuo triploide: os
dois cromossomos 1 heterocromaticos do triploide teriam se originado da
fémea com um o6vulo diploide e o outro eucromatico do macho com

espermatozoide haploide.

Os dados aqui apresentados, além de contribuir para o aumento da
documentacdo cariotipica para as duas familias analisadas, mostram a
importancia do bandamento cromossdmico (convencional e molecular)
para uma melhor caracterizagdo citogenética das espécies. Enquanto que
Heptapteridae possui uma grande variagdo no numero diploide, as
espécies da familia Pseudopimelodidae apresentam um 2n=54
conservado. Entretanto, estes grupos de peixes mostram distintas
férmulas cariotipicas, diferentes padroes nas RONs e na distribuigcdo e
composi¢do da heterocromatina, sugerindo que eventos de rearranjos

cromossomicos estdo envolvidos na evolugdo cariotipica dessas familias.



