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ALMEIDA, Josivanda Santos. Estudo citogenético em duas espécies da familia
Callichthyidae (Callichthyinae, Siluriformes) da bacia do Rio de Contas/Bahia. 2011. 78
f. Dissertacao (Mestrado em Genetica e Biologia Molecular) - Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, 2011.

RESUMO

A familia Callichthyidae estd incluida na ordem Siluriformes, apresenta ampla distribuicao
pela regido neotropical e ¢ composta por 194 espécies e oito géneros, distribuidos em duas
subfamilias, Corydoradinae e Callichthyinae. Visando ampliar a informacao citogenética da
ictiofauna das bacias hidrograficas do Atlantico leste, o presente trabalho foi realizado em
Callichthys callichthys e Hoplosternum littorale, da subfamilia Callichthyinae, coletadas em
afluentes da bacia do rio de Contas/BA e submetidas a estudos citogenéticos convencionais €
moleculares. Em C. callichthys, as duas populagdes analisadas apresentaram 2n=54
(16m+24sm+6st+8a) com a ocorréncia de um cromossomo supranumerario de tamanho
grande, que foi detectado em todos os exemplares da populacdo do rio das Pedras e em
47,06% dos individuos da lagoa temporaria. Multiplos sitios e acentuado polimorfismo de
RONs, CMA; /DAPI’, DNAr 18S e 5S com diferengas quanto ao nimero, posi¢io e tipo
cromossomico também foram observados em ambas as populagdes sendo que, no geral, a da
lagoa temporéria evidenciou menor varia¢do interindividual e uma frequéncia maior de
marcagdes nos cromossomos acrocéntricos. Regides DAPI positivas foram detectadas no
centrdmero de alguns cromossomos em ambas as populagdes e a heterocromatina foi
observada de modo discreto em regides centroméricas de quase todos 0s cromossomos,
indicando que algumas destas regides heterocromaticas, provavelmente, sejam ricas em bases
AT. Hoplosternum littorale apresentou 2n=60 (6m+ 2sm+ 52a ¢ NF=68), RONs simples ¢
heteromorficas na regido terminal do brago curto do par 6, coincidente com a constricao
secundaria. A técnica de double-FISH evidenciou sitios de DNAr 18S em posi¢do terminal do
brago curto do par 6, confirmando as RONs e o heteromorfismo estrutural de tamanho, e o
DNAr 5S foi localizado na por¢do terminal do brago curto de dois pares de cromossomos
acrocéntricos, ndo sinténicos aos portadores das RONs. A heterocromatina mostrou-se
distribuida em regides cromossdmicas centroméricas, intersticiais e terminais. Quatro
cromossomos apresentaram-se positivos para o CMA3, sendo um par coincidente com as
RONs e o outro com marcagdo intersticial no braco longo, provavelmente relacionado a
heterocromatina. Os dados aqui apresentados para C. callichthys, confirmam uma grande
variabilidade cromossdmica nesta espécie que, combinados com a existéncia de problemas
taxondmicos, reforgam a sugestdo de um complexo de espécies para o grupo. Em contraste, os
resultados apresentados para H. littorale confirmam uma grande semelhanga cariotipica entre
todas as populacdes ja estudadas, representando uma espécie com baixa plasticidade
cariotipica.

Palavras-chave: Callichthys callichthys. Cromossomos B. Conservagdo cariotipica. FISH.
Heterogeneidade. Hoplosterum littorale



ALMEIDA, Josivanda Santos. Cytogenetic studies in two species of the family
Callichthyidae (Callichthyinae, Siluriformes) basin Rio de Contas/Bahia. 2011. 78 f.
Dissertation (Master’ s Degree in Genetics and Molecular Biology) — Universidade Estadual
de Londrina, Londrina, 2011.

ABSTRACT

The family Callichthyidae is included in the order Siluriformes, is widely distributed by the
Neotropical region and comprises 194 species and eight genera, distributed in two
subfamilies, Corydoradinae and Callichthyinae. Aiming to expand the cytogenetics
information of the ichthyofauna of the eastern Atlantic basins, this work was done in
Callichthys callichthys and Hoplosternum littorale subfamily Callichthyinae collected in
tributaries of the river basin Contas/BA and subjected to conventional and molecular
cytogenetic studies. In C. callichthys, the two populations analyzed had 2n = 54 (16m+6sm
+24st +8a) and the occurrence of a supernumerary chromosome of large size, which was
detected in all samples of the population of Pedras River and 47.06% of individuals from the
temporary pond. Multiple sites, and accentuated polymorphism of NORs, CMA; /DAPT’, 18S
rDNA and 5S with differences in the number, location and type of chromosomes were also
observed in both populations and that, overall, the pond temporary showed less
interindividual variation and a higher frequency of markers on chromosomes acrocentric.
DAPI positive regions were detected in the centromeres of some chromosomes in both
populations and the heterochromatin was observed in a discrete way in the centromeres of
almost all chromosomes, indicating that some of these heterochromatic regions probably are
rich in AT bases. Hoplosternum littorale exhibited 2n=60 (6m + 2SM + 52nd and NF = 68),
simple and heteromorphic NORs in the terminal region of the short arm of pair 6, coincident
with the constriction metastasis. The proccedure of double-FISH showed 18S rDNA sites in
place of the short arm of pair 6, confirming the structural heteromorphism of NORs and the
size, and 5S rDNA was located in the terminal portion of the short arm of two pairs of
acrocentric chromosomes, not syntenic to bearing of NORs. The technique of double-FISH
showed 18S rDNA sites in place of the short arm of pair 6, confirming the structural
heteromorphism of NORs and the size, and 5S rDNA was located in the terminal portion of
the short arm of two pairs of acrocentric chromosomes, not syntenic to bearing of NORs. The
heterochromatin was shown to be distributed in chromosomal regions centromeric, interstitial
and terminal. Four chromosomes were positive for CMA3, with a matching pair with NORs
and the other with interstitial marking on the long arm, probably related to heterochromatin.
The data presented here for C. callichthys confirm a large chromosomal variability in this
species, which combined with the existence of taxonomic problems, reinforce the suggestion
of a species complex for the group. In contrast, the results for H. littorale confirm a great
karyotypic similarity among all the populations already studied, representing a species with
low plasticity karyotype.

Keywords: B chromosomes. Callichthys callichthys. FISH. Heterogeneity. Hoplosternum
littorale. Karyotypic conservation
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1 INTRODUCAO

1.1 CONSIDERACOES GERAIS SOBRE A FAMILIA CALLICHTHYIDAE.

Entre os Ostariophysi, os Siluriformes representam uma das mais diversas
ordens de peixes, compreendendo 36 familias, 478 géneros e 3093 espécies, sendo que destas,
aproximadamente 1727 ocorrem nas Américas (REIS, 2003; NELSON, 2006; FERRARIS Jr,
2007). Eles s@o encontrados em agua doce, marinha ou salobra com a maioria das espécies
ocorrendo no Novo Mundo (MENEZES et al., 2007).

A familia Callichthyidae, objeto do presente estudo, ¢ amplamente
distribuida nos rios das principais bacias hidrograficas da América do Sul, desde a Venezuela
até Argentina, incluindo as drenagens costeiras atlanticas e também rios transandinos da
Colombia e Panama. Como em muitos outros grupos de peixes, a diversidade de espécies €
maior na Amazonia ¢ no Escudo das Guianas (MENEZES et al., 2007).

Os peixes desta familia s3o conhecidos como bagres blindados devido a
presenca de duas séries longitudinais de placas em cada lado do corpo que lhes conferem uma
armadura Ossea, caracteristica que os torna muito distintos de todos os outros bagres. A linha
lateral reduzida, auséncia do osso lacrimal-anterorbital, a série infra-orbital reduzida a apenas
dois ossos e auséncia dos dentes pré-maxilares nos adultos sdo também caracteristicas
externas exclusivas, uteis para o reconhecimento do grupo. O tamanho do corpo varia de 20
mm (pequenas espécies do género Corydoras) até 160 mm de comprimento padrao (espécies
dos géneros Callichthys e Hoplosternum) (REIS, 2003, MENEZES et al., 2007).

As espécies deste grupo ocupam uma variedade de habitats, desde pequenos
riachos de 4guas rapidas e oxigenadas até rios de grande porte, incluindo também pogas e
locais pantanosos, onde o oxigénio pode ser praticamente ausente (REIS, 1998). Todos os
Callichthyidae usam o intestino como um oOrgdo respiratério acessorio, sendo que o ar
coletado na superficie da 4gua ¢ engolido, passa para o intestino ¢ acaba sendo expulso
através do anus (REIS, 2003; JUCA-CHAGAS ¢ BOCCARDO, 2006; JUCA-CHAGAS,
2004). Contrariamente aos Loricariideos, os peixes da familia Callichthyidae respiram ar sob
todas as condi¢cdes da dgua. No entanto, o ar engolido tem um papel mais importante na
manutengdo do contrapeso hidrostitico do que na respiragdo, contribuindo com,

aproximadamente, 75% do ar necessario para a flutuabilidade (GEE e GRAHAM, 1978).
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Com habitos bentonicos, a maioria das espécies desta familia se alimenta de invertebrados
aquaticos como microcrustaceos e insetos, inclusive detritos vegetais (NELSON, 1994).

De acordo com Ferraris Jr. (2007), a familia Callichthyidae ¢ composta de
194 espécies e apresenta duas subfamilias: Callichthyinae (Hoedeman, 1952) e Corydoradinae
(Hoedeman, 1952). A subfamilia Corydoradinac é composta pelos géneros Aspidoras,
Corydoras e Brochis; ¢ a Callichthyinac ¢ formada pelos géneros Callichthys, Dianema,
Hoplosternum, Lepthoplosternum e Megalechis (REIS, 2003). De acordo com a filogenia
baseada em caracteres morfologicos proposta por Reis (1998), Dianema e Hoplosternum
compdem um clado que tem Megalechis como grupo irmao. Lepthoplosternum ¢é o grupo
irmado de Megalechis, Dianema e Hoplosternum; e Callichthys ¢ o género mais primitivo na
subfamilia.

Segundo Ferraris Jr. (2007), o género Callichthys possui apenas quatro
espécies validas: C. callichthys, C. fabricioi, C. oibaensis e C. serralabium. Entretanto,
devido a taxonomia confusa, os espécimes sdo geralmente identificados como C. callichthys,
independentemente da localidade (REIS, 1998).

O género Hoplosternum contém trés espécies: H. littorale, H. magdalenae e
H. punctatum (FERRARIS Jr., 2007). Hoplosternum littorale, comumente conhecido como
tamboata, consegue viver em ambientes estagnados e pobres em oxigénio como os chacos
paraguaios, os llanos venezuelanos e as florestas inundadas da Amazonia (AFFONSO, 2001).
Essa espécie, além de possuir um alto valor comercial em paises como Guiana Francesa e
Suriname, apresenta como caracteristicas a facil reproducdo em ambientes confinados e a
tolerancia a baixos niveis de oxigénio o que torna propicio seu cultivo (LUQUET et al.

1990).

1.2 CITOGENETICA DA FAMILIA CALLICHTHYIDAE

Das 194 espécies descritas para a familia Callichthyidae, 51 apresentam
informagdes cromossdmicas, o que representa pouco mais de 4 do total de espécies validas,
como mostra a tabela 1.

Apesar dos poucos estudos, este grupo de peixes caracteriza-se por
apresentar uma grande diversidade de numeros cromossomicos. Por exemplo, no género

Corydoras, subfamilia Corydoradinae, o numero diploide varia de 2n=40 in Corydoras
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nattereri (OLIVEIRA et al.,1990) a 2n=134 em C. aeneus (TURNER et al., 1992), uma das
maiores amplitudes de valores cromossdmicos ja encontrada para um género de peixes.
Andlises citogenéticas na subfamilia Callichthyinae mostram pequena variagdo no nimero
dipléide, de 2n=52 a 2n=66 (Tabela 1), quando comparadas a extensiva variabilidade
cariotipica encontrada entre os Corydoradinae. Esta diferenca entre as duas subfamilias de
Callichthyidae parece estar relacionada ao nimero de espécies dento de cada uma delas;
enquanto o género Corydoras ¢ o mais especioso entre os Siluriformes, os outros géneros da
familia Callichthyidae tém um pequeno nimero de espécies (SHIMABUKURO-DIAS et al,
2005).

No género Callichthys, e mais especificamente na espécie C. callichthys,
populacdes de diferentes bacias da América do Sul ja foram estudadas e os dados
cromossOmicos disponiveis evidenciam uma variagdo peculiar, de 2n=52 a 2n=58, com a
ocorréncia de diferentes niimeros inclusive dentro da mesma bacia. Nessa espécie ja foram
identificados 2n=52 e 2n=54 por Porto ¢ Feldberg (1993), 2n=56 por Shimabukuro-Dias et al.
(2005), Sanchez e Fenocchio (1996) e o mais frequente, 2n=58 por Shimabukuro-Dias et al.
(2005) e outros autores especificados na Tabela 1.

Apesar da variabilidade cariotipica observada em C. callichthys e nos
géneros Corydoras, Aspidoras e Megalechis, a espécie Hoplosternum littorale apresenta um
numero constante de 60 cromossomos distribuidos em 6m+2sm+52a (Tabela 1).

Segundo Porto e Feldberg (1992), essa diversidade cariotipica encontrada na
familia Callichthyidae esta relacionada a ocorréncia de rearranjos como translocacdes
Robertsonianas e ndo-Robertsonianas, repeticao em tandem de heterocromatina e eventos de
poliploidia, favorecidos pelo tamanho e vagilidade das populagdes.

Na familia Callichthyidae, cromossomos supranumerarios ja foram descritos
para Corydoras aeneus e Callichthys callichthys (Tabela 1). Na primeira espécie, Oliveira et
al. (1988) observaram até 2 microcromossomos nas populagdes dos rios Araqua, Corumbatai
¢ Alambari e até 3 no rio Capivara, em S3o Paulo. Ja C. callichthys apresentou de 0 a 1
elemento acessorio no citdtipo de 2n= 52 (PORTO e FELDBERG, 1993). No citétipo de
2n=56, foi detectado 1 macrocromossomo extra na populagdo de Corumbd/MT e até 8
microcromossomos na populag¢do de Marilia/SP (SHIMABUKURO-DIAS et al., 2005). Em
uma populacdo da Argentina, com 2n=56, foram observados até 2 cromossomos

supranumerarios (SANCHEZ e FENOCCHIO, 1996) e, no citdtipo de 2n=58 em
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Intanhaém/SP, foram observados até 5 supranumerarios por espécime (OLIVEIRA et al.,
1993a).

O bandamento C nessa familia tem demonstrado que ha diferenca na
quantidade de heterocromatina entre os grupos (OLIVEIRA et al., 1992). Enquanto
Callichthys, em geral, apresenta pouca heterocromatina localizada principalmente na regiao
centromérica, Hoplosternum e Megalechis possuem quantidade consideravel, dispersas nas
regides centroméricas e/ou intersticiais dos cromossomos. Outros géneros como Aspidoras e
Corydoras apresentam grandes blocos heterocromaticos centroméricos e terminais em muitos
cromossomos (Tabela 1).

As regides organizadoras de nucléolos (RONs) também sdo heterogéneas
nesse grupo de peixes (ARTONI et al., 2006). De acordo com os dados da tabela 1, 61,25%
das populacdes de diferentes espécies da familia apresentaram RONs simples. Contudo,
RONs multiplas sdo detectadas com certa frequéncia, perfazendo até 10 cromossomos
nucleolares. Além disso, as marcacdes podem apresentar polimorfismos de tamanho como
observado por Shimabukuro-Dias et al. (2004a) e Nirchio et al. (2006). Preferencialmente, os
sitios Ag-RONs distribuem-se nas regides terminais dos cromossomos, mas algumas raras
marcagdes intersticiais ja foram relatadas (FENOCCHIO et al.,, 2003, SANCHEZ ¢
FENOCCHIO, 1996).

Em Callichthyidae, os estudos com a técnica de hibridagdo in situ
fluorescente (FISH) ainda sdo escassos. Até agora, dados de FISH usando sonda de DNAr
18S estdo disponiveis apenas para duas espécies do género Corydoras e Hoplosternum
littorale. Artoni et al. (2006) observaram que Corydoras ehrhardti e C. paleatus (portadoras
de Ag-RONs simples) exibiam, respectivamente, 2 e 3 cromossomos marcados pela FISH, e
para Hoplosternum littorale, Pazza et al. (2005), usando sondas de DNAr 18S e 5S
detectaram 2 e 4 cromossomos portadores destes sitios, respectivamente. [gualmente, o uso de
fluorocromos CMAj3; e DAPI ¢ pouco frequente, tendo sido realizado apenas em
Hoplosternum littorale por Pazza et al. (2005), que observaram quatro cromossomos com
sitios CMA; ™.

Desta forma, grande parte das informagdes citogenéticas obtidas nos
diferentes géneros de Callichthyidae consistem, muitas vezes, de dados considerados
preliminares como relacionado na Tabela 1. e que necessitam de complementagdes através de

bandamentos cromossomicos.
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Além disso, comparando-se o nivel de conhecimento disponivel para outras

regioes do Brasil, os dados citogenéticos em peixes sdo ainda incipientes em populagdes

naturais de bacias no Estado da Bahia. Os estudos citogenéticos poderdo, além de fornecer

informagdes inéditas sobre a biodiversidade da ictiofauna dessas bacias, contribuir para o

conhecimento da biologia, taxonomia, sistematica e evolucao de espécies, que serdo uteis para

o planejamento de estratégias de conservagdo e manejo. Sendo assim, o presente estudo

reuniu dados inéditos sobre padrdes cromossomicos de duas espécies da subfamilia

Callichthyidae de bacias costeiras do Estado da Bahia.

Tabela 1 — Dados citogenéticos em espécies da familia Callichthyidae. 2n=numero dipléide;

B=cromossomo

supranumerario;

m=metacéntrico;

sm=submetacéntrico;

st=subtelocéntrico; a=acrocéntrico; c= centromérica; t=terminal; i=intersticial; p=
pericentromérica; st=subterminal

SUBFAMILIA/  LOCALIDADE 2N FORMULA B N° DE BANDA REFERENCIAS
ESPECIE CROMOSSOMICA RONS C
Callichthyinae
Callichthys. Itanhaém/SP 58 22m+22sm+14st 0-5 2 c Oliveira et al.
Callichthys (1993a)
C. callichthys Guarulhos/SP 58 22m+22sm+14st -—- 2 C Oliveira et al.
(1993a)
C. callichthys Marchantaria/ 54 46m,sm+8st-a - 3 blocos ¢t Porto e Feldberg
AM ei (1993)
C. callichthys Corrego do Candira — 52 44 m-sm + 8 st-a 0-1 2 — Porto ¢ Feldberg
AM (1993)
C. callichthys Manaus/AM 58 0 e -—- 2 — Porto e Feldberg
(1993)
C. callichthys Argentina 56 14m+10sm+32st-a 0-2 2 cep Sanchez e
Fenocchio,(1996)
C. callichthys Marilia/ SP 56 22m+16sm+18st 0-8 2 c Shimabukuro-Dias
et al. (2005)
C. callichthys Pindamonhagaba/SP 58 18m+14sm+26st --- 2 c Shimabukuro-Dias
et al. (2005)
C. callichthys Embu Guagu/SP 58 18m+16sm+24st — 2 c Shimabukuro-Dias
et al. (2005)
C. callichthys Corumba, MT 56/57 20m+16sm+20st 1 2 c Shimabukuro-Dias
et al. (2005)
Corydoras. sp. R Itabapoana/RJ 60 4m+6sm+46st+4a -—- - — Oliveira et al.
(1998) *
Dianema Pirassunuga/SP 62 8m+4sm+4st+46a --- 2 blocos ¢ Oliveiraetal.
urostriatum ei (1993a)
Hoplosternum L ago Camaledo/AM 60 4m+4sm+52st-a - 2 — Porto e Feldberg,
litoralle (1992)
H. litoralle R Orinoco/ Colémbia 60 6m+2sm+2st+50a -—- 2 c,pei Nirchio et al. (2006)
H. litoralle Pirassununga/ 60 4m+4sm+52a --- 2 blocos ¢ Oliveiraetal.
SP ei (1993a)
H. litoralle R Guaiba/RS 60 6m+2sm+52a - 2 celoui Shimabukuro-Dias
et al. (2005)
H. litoralle Reservatorio 60 6m+2sm+52a -—-- 2 celoui Shimabukuro-Dias
Jurumirim/ SP et al. (2005)
H. litoralle R Pirai/ MT 60 6m+2sm+52a - 2 celoui Shimabukuro-Dias

et al. (2005)
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H. litoralle

Hoplosternum

sp.

Megalechis.
Personata+
M. personata

M. personata

Corydoradinae
Aspidoras
fuscoguttatus

A fuscoguttatus

Aspidoras cf.
fuscoguttatus

A.

poecilus

A. taurus

Brochis britski

B. splendens

Corydoras
aeneus

C.

C.

C
C

@)

@)

aeneus

aeneus

. aeneus
. aeneus
. aeneus
. aeneus
. aeneus
. aeneus

. agassizi
. araguensis

. arcuatus
. axelrodi

. barbatus
. barbatus
. barbatus
. barbatus

. barbatus
. barbatus
. barbatus

. bondi

Costa Sudeste do
Brasil
Mirassolandia/SP

L Camaledo/
AM
R Itiquira/MT

Corrego Almogo/AC

Monte Alto /SP
Mirassolandia/SP
Mirassolandia/SP
R Araguai/MG

R Itiquira/MG

R Itiquira/MG

R Pirai/ MG

R Araqua/ SP

R Corumbatai/ SP
R Capivara/ SP
R Alambari/SP
Peru e Guyana

Belem /Para

R Tabatinga/ AM

Itanhaém/ SP
Bertioga/ SP
Morretes/ PR
Jaragué do Sul/SC
Guaruva/ PR

R Betari/ SP

60

60

64

62

62

44

44

46

46

46

90

100

132

60-63

60-62

60-63

60-62

134

56

60-62

60

98
94

46

46

64

64

66

66

66

66

66

46

6m+2sm+52a

6m+2sm+52a

8m+12sm+44st-a

6m+2sm+54a

8m+54a

28m+ 12sm+ 2st

28m+ 12sm+ 2st

32m+10sm+4 st

30m+10sm+6st

30m+10sm+6st

4m+10sm+22st+54a

18m+18sm+20st+
44a

26m+26sm+8st

26m+26sm+8st

26m+26sm+8st

26m+26sm+8st

46m+40sm+8st

28m+18sm

38m+20sm+4st+2a

38m+20sm+4st+2a

38m+22sm+4st+2a

38m+22sm+4st+2a

38m+22sm+6st

46m+40sm+8st

stei
blocos ¢

ei

ce/oui

ce/oui

blocos ¢
blocos ¢
blocos ¢
blocos ¢

blocos ¢
et
blocos ¢

blocos ¢

pe/oui

blocos p
et
blocos p
et
blocos p
et
blocos p
et

Pazza et al. (2005)

Oliveira et al.
(1993a)

Porto e Feldberg
(1992)
Shimabukuro-Dias
et al. (2005)
Shimabukuro-Dias
et al. (2005)

Oliveira et al.
(1993a)

Oliveira et al.
(1993a)
Shimabukuro-Dias
et al. (2004a)
Shimabukuro-Dias
et al. (2004a)
Shimabukuro Dias
et al. (2004a)

Oliveira et al.
(1993a)

Oliveira et al.
(1993a)

Scheel et al. (1972)
*

Oliveira et al.
(1988) *

Oliveira et al.
(1988) *

Oliveira et al.
(1988) *

Oliveira et al.
(1988) *

Turner et al.
(1992)*

Turner et al.
(1992)*
Shimabukuro et al.
(1998) *

Kato e Ojima,
(1991) *

Sheel et al. (1972)*
Shimabukuro-Dias
et al. (2004b)
Oliveira et al.
(1992)

Scheel et al. (1972)
*

Oliveira et al.
(1993b)

Oliveira et al.
(1993a)

Oliveira et al.
(1993b)

Oliveira et al.
(1993b)
Shimabukuro et al.
(1998)*
Shimabukuro-Dias
et al. (2004b)
Shimabukuro-Dias
et al. (2004b)*
Scheel et al. (1972)
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C.

C.

C

O

O OO0

. britski

. delphax

. difluviatilis
. difluviatilis

. ehrhardti
. ehrhardti

. ehrhardti
. elegans

. flaveolus

flaveolus

julii

. macropterus
. macropterus

. macropterus
. melanistus

. melanistus
. metae
. metae
. metae

. nattereri

. nattereri
. Nattereri

. nattereri

. nattereri
. nattereri
. nattereri
. hattereri
. nattereri
. cf. nijsseni
. paleatus

. paleatus
. paleatus

. paleatus

. paleatus

R Pirai/MG

L. Dourada/PR
Jaragua do Sul/SC

R Sao Joao/SC

Itanhaém/ SP

Peruibe/SP

R Bonito/ RJ
Niter6i/RJ

R Bonito/ RJ

R Bigua,/SP

R Juquia/SP

R Tingua/RJ
Morretes/PR

R Marumbi /PR

Nova Iguagu/ RJ

Sdo Leopoldo/RS
Curitiba/PR

R Grande/RS

90

84

78

78

44
44

44

50

58

58

92

66

66

68
46

46

92

92

92

40

40

40

42

42

44

44

44

44

52

44

44
44

44

44

4m+10sm+22st+54a

12m+22sm+50st-a

6m+2sm+20st+50a

18m+26sm
18m+26sm

22m+22sm

28m+14sm+16st+8a

28m+14sm+16st+8a

18m+16sm+8st+14a

20m+20sm

20m+20sm

20m+20sm

18m+24sm

18m+24sm

20m+24sm

18m+26sm

18m+26sm

20m+24sm

32m+20sm

20m+24sm

20m+24sm

22m+22sm

iet

blocos p
blocos p

blocos p
e/ou i

blocosie
t
blocosie
t

pei

blocos p
et

blocos p,
iet
blocos p

blocos p
blocos p

blocos p

*®

Shimabukuro-Dias
et al. (2004a)

Kato e Ojima
(1991)*
Shimabukuro-Dias
et al. (2004b)
Shimabukuro et al.
(1998) *

Artoni et al. (2006)
Oliveira et al.
(1993b)
Shimabukuro-Dias
et al. (2004b)
Scheel et al. (1972)
*

Ol iveira et al.
(1992)
Shimabukuro et al.
(1998) *

Scheel et al. (1972)
k

Oliveira et al.

(1993b)

Oliveira et al.
(1993b)

Oliveira, (1987)*
Scheel et al.
(1972)*

Kato e Ojima
(1991) *

Scheel et al. (1972)
*

Oliveira et al.
(1992)
Shimabukuro et al.
(1998) *

Oliveira et al.
(1990)

Oliveira et al.
(1988) *
Oliveira et al.
(1993b)
Oliveira et al.
(1990)

Oliveira et al.
(1993b)

Oliveira et al.
(1990)

Oliveira et al.
(1993b)
Shimabukuro-Dias
et al. (2004b)
Oliveira et al.
(1988) *
Shimabukuro-Dias
et al. (2004b)
Scheel et al. (1972)
*

Scheel (1973) *
Oliveira et al.
(1993b)
Oliveira et al.
(1993b)
Oliveira et al.
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(1993b)
C. paleatus R Guaiba/ RS 44 20m+24sm - 4 — Shimabukuro-Dias
et al. (2004b)
C. paleatus L. Dourada/PR 44 18m+26sm - 2 blocos p Artoni et al. (2006)
C. panda Peru 46 24m+22sm - 2 C Oliveira et al.
(1993a)
C. prionotos R. Juquia/SP 68 14m+12sm+14st+ - 4 blocos p Oliveiraetal.
28a et (1993b)
C. prionotos Nova Iguagu, RJ 86 20m+28sm+20st+ - 4 blocos p Oliveiraetal.
18a et (1993b)
C.pulcher e 102 10m+14sm+42st+ -—- 2 — Shimabukuro-Dias
36a et al. (2004b)
C. aff. punctatus R Negro, AM 102 10m+14sm+20st+ - 2 blocos p Oliveira et al.
S8a elou i (1992)
C.rabauti e 58 0 e - — Scheel et al. (1972)
*
C. rabauti Peru 58 20m+22sm+10st+6a - 2 blocos p Oliveira et al.
(1993a)
C.reticulatus ~ —----memmeeeeee 74 20m+10sm+44st/a --- — Kato ¢ Ojima
(1991) *
C.robinae e 84 8m+18sm+16st+42a - 2 — Shimabukuro-Dias
et al. (2004b)
C.schwartzi ~ ——emememmeeeeeee 46 e - - — Scheel. et al. (1972)
%
C. schwartzi R Negro/AM 46 32m+14sm - 2 p e/ou i Oliveira et al.
(1992)
C.schwartzi ~ —-—mememeeeeeee- 46 e — Shimabukuro. et al.
(1998) *
C. cf. simulatus Colémbia 62 34m+22sm+6st -—- 2 blocos p Oliveiraet al.
e/ou i (1992)
C.sodalist ~ —emeemeeeeeeee 76 e — Scheel et al. (1972)
k
C. sodalist R Negro/AM 74 16m+20sm+12st+ --- --- — Oliveira et al.
26a (1992)
C.sodalist = e 74 16m+18sm+10st+ — 2 c,iet Shimabukuro-Dias
30a etal. (2004a)
C. trilineatus R Caripi/PA 46 28m+18sm - 1 pe/oui Oliveira et al.
(1992)
C. trilineatus ~ —-mmememeeeeeeee- 46 e — Shimabukuro et al.
(1998) *
C. undulates R Guaiba/RS 52 24m+14sm+12st+2a --- 10 — Shimabukuro-Dias
et al. (2004b)
C.zygatus ~ —emmemememeeee- 56 18m+20sm+10st+8a - 2 — Shimabukuro-Dias
et al. (2004b)
Corydoras. sp. A Colombia 120 18m+30sm+24st+ - - — Oliveira (1991)*
48a
Corydoras sp. B R Caripi/PA 60 38m+16sm+6st 2 blocos ¢ Oliveira et al.
elou t (1992)
Corydoras sp. C R Galheiro/MG 84 4m+2sm+18st+60a - 10 blocos ¢  Oliveira et al.
e/ou t (1992)
Corydoras sp. F —-—-—--mmmmeem- 52 e -—- - — Shimabukuro et al.
(1998) *
Corydorassp. G =~ -------mmmmmmmmme- 56 e — Shimabukuro et al.
(1998) *
Fonte:*Informacdes obtidas base de dados disponivel no site:

http://www.ibb.unesp.br/laboratorios/Freshwater%20Neotropical%20fishes.pdf
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1.3 A BACIA DO R10 DE CONTAS

A Regiao Hidrografica do Atlantico Leste compreende os Estados da Bahia,
Minas Gerais, Espirito Santo e Sergipe, com 69% de sua area pertencente ao Estado da Bahia,
26% em Minas Gerais, 4% em Sergipe ¢ 1% no Espirito Santo perfazendo uma area de
386.092 km® e ocupando 4% do territorio brasileiro. Nessa area de estudo, a rede hidrografica
encontra-se dividida em 16 unidades hidrograficas, sendo que 12 estdo total ou parcialmente
no Estado da Bahia (Figura 1A e B) (MMA, 2006).

A bacia do Rio de Contas (Figura 1B) localiza-se na regido centro-sul do
Estado da Bahia e possui uma area total de 55.334 km’, constituindo a maior bacia
hidrografica inteiramente contida no Estado, estendendo-se no sentido leste-oeste por,
aproximadamente, 700 km e incluindo diversos municipios. Além disso, conecta trés
diferentes biomas: o Cerrado, na Chapada Diamantina (regido de cabeceiras), a Caatinga em
seu trecho médio e a Mata Atlantica na regido inferior (SSRH, 1993; PAULA et al., 2010;
SEVERI et al., 2010).

O rio de Contas ¢ o principal rio dessa bacia, que nasce na Chapada
Diamantina formada pela Serra do Espinhago a aproximadamente 1.500 metros de altitude e
desagua no Oceano Atlantico no municipio de Itacaré (14°18’S; 39°W) (SRH, 1993, CRA,
2001, COSTA, 2005).

A bacia do Rio de Contas apresenta trés regides com caracteristicas
fisiograficas bem diferenciadas: Alto, Médio e Baixo Contas. O Alto Contas esta inserido em
uma paisagem montanhosa e ¢ o trecho compreendido do divisor de 4guas do rio Sdo
Francisco até, aproximadamente, as cidades de Itanhaci e Anagé, com extensdo de 183 km,
onde predominam as caracteristicas climaticas e fisiograficas do semi-arido baiano e
vegetacdo de Caatinga. Nesta regido localizam-se os principais tributarios do rio de Contas: os
rios Brumado, do Antonio e Gavido. O Médio Contas € a regido que se estende da cidade de
Contendas do Sincora até Jequi¢, onde ocorre a transi¢ao do clima semi-arido da caatinga para
o clima semi-umido do Baixo Contas ¢ predominancia da floresta tropical caracteristica de
mata atlantica. J4 o Baixo Contas ¢ a parte da bacia que se estende da cidade de Jequié até a
foz no Oceano Atlantico. A jusante da cidade de Jequié, ha a transicdo da regido semi-imida
para a umida, onde o Contas passa a receber a contribui¢do de varios rios de pequeno ¢ médio
porte. Nesta regidao destacam-se os rios Sincord, Jacaré e Jequiezinho, tributarios da margem

esquerda do Contas (SRH, 1993). O rio das Pedras, um pequeno afluente, que também
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desdgua na margem esquerda, nasce no municipio de Jequié e sua nascente esta localizada
praticamente na fronteira da bacia do rio de Contas com a do Recdncavo Sul e desagua no
baixo Contas entre as cidades de Jitatina e Ipiat.

As margens da bacia do rio de Contas, assim como em outras bacias da
regido neotropical, observam-se pequenos corpos d’agua também conhecidos como lagoas
(MMA, 2006). Estas podem ser de formacgao temporaria ou permanente e caracterizam-se por
possuir grande quantidade de vegetacdo aqudtica, pequena extensdo e pouca profundidade
(JUNK ¢ WELCOMME, 1990; DABES, 1995).

Os sistemas hidricos do extremo sul da Bahia possuem uma ictiofauna
diversa e rica em endemismos e sdo habitados principalmente por espécies de peixes de
pequeno porte (BUCKUP, 1998; MENEZES, 1998). Tais espécies dependem do material
organico aloctone da vegetacdo marginal para sobreviver (SABINO e CASTRO, 1990;
MAZZONI e REZENDE, 2003). Essa regido tem sofrido sérios impactos ¢ vem sendo
rapidamente degradada com a expansdo da pecuaria extensiva e da agricultura desordenada,
bem como a atividade madeireira que consumiu as madeiras nobres das florestas
remanescentes de Mata Atlantica (ARAUJO et al., 1998; MMA, 2006). O impacto da
remocdo da vegetacdo original pode representar um perigo para a sobrevivéncia da fauna
nativa. No caso dos organismos aquaticos, como os peixes, algumas espécies habitam apenas
ambientes com denso sombreamento e cobertura vegetal. Além disso, os efluentes
eventualmente gerados pelas atividades antropicas ndo sofrem, via de regra, nenhum tipo de
tratamento prévio antes de atingirem os corpos hidricos receptores (MMA, 2002, XAVIER et
al., 2005). Assim, faz-se necessario um vasto conhecimento da ictiofauna dessa regido para
que sejam tomadas medidas de conservagdo e recuperagdo das matas ciliares, prote¢do das
margens dos rios, despoluicdo de ambientes aquaticos, além da interrup¢do da introducdo de

espécies exoticas.
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Figural - A) Mapa representando a divisdo hidrografica nacional. B) Mapa da regido
hidrografica do Atlantico Leste e suas principais bacias. Fonte: Agéncia Nacional
de Aguas- ANA, (2001) e Ministério do Meio Ambiente — MMA, (2006).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar citogeneticamente duas espécies de peixes da subfamilia
Callichthyinae, da bacia do rio de Contas e comparar os resultados obtidos com outras
espécies e/ou populacdes de Callichthyidae ja4 analisadas, inferindo sobre as tendéncias

evolutivas do grupo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Estabelecer o numero dipléide e férmula cariotipica das espécies de
Callichthyidae coletadas a partir de coloragdo convencional;

e Detectar as regides organizadoras de nucléolos (RONs) e determinar o padrao
de distribui¢ao da heterocromatina;

e Identificar as regides cromossomicas ricas em pares de bases GC e AT;

e Localizar os sitios ribossdmicos 18S e 5S;

e Interpretar os dados obtidos visando uma maior compreensdo da evolugdo
cariotipica do grupo em estudo.

e Comparar os resultados obtidos com outras espécies e/ou populacdes de
Callichthyidae j& analisadas, inferindo sobre as tendéncias evolutivas do

género.
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CAPITULO 1

CROMOSSOMOS B E ACENTUADO POLIMORFISMO DE DNAr EM
UMA ESPECIE DE PEIXE TROPICAL, Callichthys callichthys
(SILURIFORMES, CALLICHTHYIDAE).

* Este artigo sera submetido a publicac¢do na revista Journal of Fish Biology
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Resumo

A familia Callichthyidae ¢ um grupo de peixes neotropicais que possui 194 espécies validas
distribuidas em oito géneros ¢ em duas subfamilias: Corydoradinae e Callichthyinae. Os
peixes dessa familia apresentam ampla distribuicao, ocorrendo nos rios das principais bacias
hidrograficas da América do Sul. Estudos citogenéticos em Callichthyidae tem revelado
grande variacdo cariotipica, porém as informacdes cromossdmicas estdo disponiveis para um
numero reduzido de espécies. O presente trabalho fornece dados cromossémicos sobre duas
populagdes de Callichthys callichthys (Callichthyidae, Callichthyinae), da Bacia do Rio de
Contas/BA, nordeste do Brasil. Ambas as populagdes apresentaram 2n=54
(16m+24sm+6st+8a) com a ocorréncia de um cromossomo supranumerario de tamanho
grande. Multiplos sitios d¢ RONs CMA; /DAPI” foram observados com diferencas na posicio
e tipo cromossdmico envolvido. A hibridagao in situ com sondas ribossomais confirmou os
multiplos sitios de DNAr 18S e revelou varios cromossomos portadores de DNAr 5S. Alguns
centromeros apresentaram-se DAPI" nas populagdes de C. callichthys analisadas. A
heterocromatina foi observada de modo discreto nas regides centroméricas de quase todos os
cromossomos. Os dados obtidos neste estudo revelam a presenga de um macrocromossomo B
eucromatico evolutivamente recente em ambas as populacdes estudadas, além de uma intensa
variagdo de sitios de DNAr nos caridtipos. Dessa forma, este trabalho contribui com a
citotaxonomia de Callichthyidae e auxilia no entendimento da evolugao cariotipica no grupo.

Palavras-chave: Callichthyinae. Cromossomo supranumerario. Heterogeneidade
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INTRODUCAO

A ictiofauna de agua doce da regido neotropical ¢ a mais rica e diversa do
mundo e os Siluriformes compdem uma de suas ordens mais representativas, com 36 familias,
478 géneros e 3093 espécies (Ferraris Jr., 2007). Dentre estes, Callichthyidae ¢ uma familia
de peixes com ampla distribuicdo nos rios e bacias dessa regido, que possui 194 espécies
descritas alocadas nas subfamilias Corydoradinae (géneros: Aspidoras, Brochis e Corydoras)
e Callichthyinae (géneros: Callichthys, Dianema, Hoplosternum, Lepthoplosternum e
Megalechis) (Reis, 2003, Menezes et al., 2007). Segundo estudos baseados em caracteres
morfologicos e moleculares, Callichthyidae ¢ considerado um grupo monofilético (Reis,
1998) com o género Callichthys como o mais primitivo dentro da familia. Devido a
taxonomia confusa deste género, populagdes de diferentes localidades tem sido geralmente
identificadas como Callichthys callichthys (Reis, 1998; Ferraris Jr., 2007).

Até o momento, informagdes cromossOmicas estdo disponiveis para 51
espécies de Callichthyidae, representando pouco mais de ' do total de espécies validas. A
avaliacdo de dados numéricos e morfologicos indica que esta familia é um grupo
citogeneticamente diverso, com nimero diploide variando de 2n=40 em Corydoras nattereri
(Oliveira et al., 1990) a 2n=134 em C. aeneus (Turner et al., 1992), uma das maiores
amplitudes de valores cromossdmicos ja encontradas para um grupo de peixes. No género
Callichthys, mais especificamente na espécie C. callichthys, os dados existentes nas diferentes
populagdes analisadas evidenciam uma variagao peculiar, de 2n=52 a 2n=58, bem como a
presenga de cromossomos supranumerarios (Oliveira et al., 1993a; Porto & Feldberg, 1993;
Sanchez & Fenocchio, 1996; Shimabukuro-Dias et al., 2005). Apesar de algumas populagdes
de C. callichthys ja terem sido estudadas, os trabalhos citogenéticos tratam apenas de
caracterizagdo por meio de coloragdo convencional e necessitam de complementagdes através
de estudos mais refinados.

Vale salientar também, que a maioria dos estudos realizados sobre a genética
de peixes neotropicais no Brasil concentram-se nos principais rios e bacias das regides Sul e
Sudeste, enquanto bacias menores ¢ isoladas ainda estdo sub-representadas (Medrado, et al.
2008).

Visando um maior conhecimento dos mecanismos envolvidos na diferencia¢ao
cromossOmica ¢ na especiacdo da familia Callichthyidae, foram realizadas andlises

citogenéticas convencional ¢ molecular em populagdes de C. callichthys, da Bacia do Rio de
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Contas, Bahia, nordeste do Brasil, com inferéncias sobre a origem do macrocromossomo B

eucromatico e a diversificagdo cariotipica relacionada aos sitios de DNAr.

MATERIAL E METODOS

Foram analisadas citogeneticamente exemplares de duas populacdes de
Callichthys callichthys (Siluriformes, Callichthyidae), coletados em dois afluentes da Bacia
do rio das Contas (Figura la, 1b e Ic), a saber: 9 exemplares (3J, 49 e 2 com sexo ndo
identificado) do rio das Pedras, distrito de Florestal no municipio de Jequié- BA, nas
coordenadas 13°43°39,7°’S e 39°05°25,8°W e 17 espécimes (63, 59 e 6 com sexo nido
identificado) da lagoa temporaria da fazenda Santo Anténio, no municipio de Jitatina — BA,

entre 14°18°57°’°S e 39,5°23,2°30,4”W

Coloracéao convencional

Apods estimulagdo mitdtica in vivo por 48h (Lee & Elder, 1980), os
cromossomos mitoticos foram obtidos de acordo com a técnica de obtencdo direta segundo
Bertollo et al. (1978) usando células do rim anterior . 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 et al.,, 1988, entre outros). O numero fundamental (NF) foi calculado
considerando 0s 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 (RONs) foram detectadas pela
impregnacdo com nitrato de prata (Howell & Black, 1980). O padrao de distribuicdo da
heterocromatina foi determinado de acordo com a técnica de bandamento C com Giemsa apos
tratamento com HCI 0.1 M, Ba(OH);, e 2xSSC (Sumner, 1972). Os sitios ricos em GC e AT

foram detectados com cromomicina Az (CMAj;) e 4’-6-diamino-2-fenilindole (DAPI),
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respectivamente, de acordo com Schweizer (1980). As laminas foram coradas com 0.5 mg/mL
de CMAj; por 1 hora, lavadas em agua destilada e sequencialmente coradas com 2ug/mL
DAPI por 15 minutos. As ldminas 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 usada para localizar o DNAr
18S e 5S usando a sonda de Prochilodus argenteus (Hatanaka & Galetti Jr., 2004) e de
Leporinus elongatus (Martins e Galetti Jr., 1999), respectivamente. A técnica de FISH foi
realizada de acordo com o procedimento descrito por Pinkel et al. (1986), com modificagdes.
A metodologia consiste em: desidratar as laminas em série alcodlica 70 e 100%, 5 min cada;
incubar em 90 pl de RNAse (0,4% RNAse/2xSSC) a 37° C por 1h. Em seguida, lavar 3X em
2xSSC; 1X em paraformaldeido 4% e mais 1X em 2xSSC por 10 min (agitando). Lavar em
1X PBS por 5 min; desidratar em série alcoolica a 70 (agitando) e 100 % por 5 min e deixar
secando de 30 min a 3 horas. Simultaneamente, preparar o “mix” de hibridagdo (7,5 pul da
sonda,12 pl de sulfato de dextrano 10%, 30 pl formamida a 50% e 10,5 pl de 20x SSC) e deixa-lo a
temperatura ambiente ou 37°C. Usar 7,5 ul de sonda marcada, inclusive em double FISH.
Desnaturar as laminas em formamida 70% a 70° C por 4 min; e desidratar em série alcoolica
50% e 100% por 5 minutos cada, no gelo (secar ao ar). Desnaturar a solucao de hibridacao a
80°C por de 10 min e passa-la imediatamente ao gelo. Montar as 1dminas colocando 50 pl do
“mix” em cada uma, incubar em camara imida 37°C overnight. Lavar duas vezes em 2xSSC
por 5 min e 1 vez em 1x PBS por 10 min, ambos a 45°C (agitando). Incubar as laminas em
1xPBD. Colocar 50 puL da solucao de deteccao, inverter a lamina sobre a laminula e deixar 1
h em camara umida e escura a 37°C. Lavar 3X em 1xPBD a 45°C, por 5 min (no escuro). Em
seguida, montar as laminas com 25uL de meio de montagem DABCO + 1uL de MgCl,
50mM + 1uL de solucdo de iodeto de propidio (50pug/mL); ou 1 pL DAPI (2ug/mL) por

lamina. Guardar as laminas no escuro a 4°C, até as analises ao microscopio.
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RESULTADOS

Coloracéo por Giemsa

Todos os individuos analisados de  Callichthys callichthys,
independentemente da populagdo, apresentaram um numero modal de 2n=54 com férmula
cariotipica de 16m+24sm+6st+8a, NF=100, sem diferencas visiveis entre os sexos (Figura
2a). Adicionalmente, um cromossomo supranumerario ou B, do tipo metacéntrico grande,
com dimensoes semelhantes a do 1° par (Figura 2a, em destaque) foi detectado em todos os
exemplares da populagdo do rio das Pedras e em 47,06% dos da lagoa temporaria (Tabela 1).
Na populagdo do rio das Pedras, esse cromossomo estava presente em 14,4% do total de
células analisadas, sendo que dois individuos apresentaram uma frequéncia superior a 40%. Ja
na populagdo da lagoa temporaria, o cromossomo acessorio apareceu em apenas 6,06% do
total de células analisadas cuja maior frequéncia observada foi no exemplar 1152, com
36,84% das células (Tabela 1).

Constri¢des secundarias foram frequentemente observadas em 1 ou 2
cromossomos de ambas as populagdes de C. callichthys, com diferentes localizagdes quanto a
posicdo e o tipo cromossomico. Alguns fendtipos foram exclusivos de uma populagdo e
outros compartilhados pelas mesmas, conforme descrito a seguir:

A) Constricdo secundaria intersticial no brago curto de um cromossomo
metacéntrico grande, correspondente a um dos homologos do 2° par (Figuras 2a e b),
exclusivo da populacao do rio das Pedras.

B) Constri¢ao secundaria terminal, com discreto heteromorfismo de tamanho
no braco longo de um grande par de cromossomos submetacéntrico, correspondente ao par 9,
compartilhada por ambas as populagdes (Figura 2c¢).

C) Constrigdo secundaria no brago curto de um dos homologos do par 27, o
menor do cariétipo, compartilhado pelas duas populagdes (Figura 2d).

D) Constrigao secundaria terminal no brago longo de um dos homélogos do
par 9 (o primeiro par submetacéntrico) na populacao da lagoa (Figura 2e).

E) Constri¢do secunddria intersticial no braco curto de um dos homologos do
par 5 (Figura 2f), exclusivo da populacao da lagoa.

F) Constri¢do secundaria no braco curto de um dos cromossomos do par 25

(Figura 2g), exclusivo da populagdo da lagoa.
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G) Constrigdo secundaria observada no braco curto do 4° par de

acrocéntricos, par 27 do complemento (Figura 2h), também exclusivo da populacao da lagoa.

Regibes organizadoras de nucléolos

Apos impregnagao por nitrato de prata, a populagdo do rio das Pedras
mostrou-se extremamente polimoérfica, com variagdo de numero, tipo e localizagdo dos
cromossomos portadores dos sitios Ag-RONs. Acentuado heteromorfismo destes sitios entre
cromossomos homoélogos também foram constatados. Em cada exemplar do rio das Pedras no
qual foi possivel obter resultados satisfatorios, observou-se um padrao de RONs exclusivo
envolvendo até trés cromossomos nucleolares por exemplar e um total de 13 cromossomos
impregnados pela prata na populacdo, os quais incluem: um metacéntrico grande com sinal na
regido intersticial do brago curto (cromossomo 2); nove submetacéntricos, sendo dois pares (9
e 16) com marcacao terminal no brago longo, e um acentuado heteromorfismo de tamanho
entre os homodlogos no par 16; um par com marcagdo no brago curto (par 17), dois
cromossomos (11 e 13) com marcacdo terminal no brago curto; um par na regido intersticial
do brago longo (par 14); um cromossomo subtelocéntrico (21), com marcas terminais no
braco longo; e dois acrocéntricos ndo homologos (cromossomos 24 ¢ 27) com marcagao
terminal no brago curto (Figura 3a).

Na populacdo da lagoa as RONs também apresentaram-se multiplas e
polimorficas. No entanto, houve menor variagdo interindividual nessa populagdo e uma
frequéncia considerdvel de marcagdes nos cromossomos acrocéntricos, ocorrendo, no
maximo, 2 cromossomos nucleolares por exemplar, alguns exclusivos para a localidade e
outros em que os sinais foram compartilhados entre as duas populagdes analisadas. A
populacdo da lagoa apresentou um total de 11 cromossomos impregnados pela prata, sendo
estes: um metacéntrico com marcacao intersticial no brago curto (cromossomo 5); quatro
submetacéntricos com sinais na regido terminal, um no brago longo e trés no braco curto
(cromossomos 9, 17, 18 e 19); um subtelocéntrico, marcado na por¢do terminal do brago
longo (cromossomo 22); e cinco cromossomos acrocéntricos com marcac¢des no braco curto
(cromossomos 24, 26, 27 e par 25). O cromossomo 26 apresentou uma forte marcacao e o par

25 mostrou um heteromorfismo de tamanho dos sitios Ag-RONs entre os homoélogos (Figura

3b).
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Fluorocromos CMA/DAPI

A coloracdo pelos fluorocromos base especificos CMA3; e DAPI também
evidenciou um polimorfismo na populagdo do rio das Pedras quanto ao numero, tipo e
localizagao nos cromossomos portadores das regides ricas em pares de bases GC, variando de
2 a 6 cromossomos por individuo, perfazendo 16 cromossomos com marcagdes fluorescentes
na populacdo sendo: um cromossomo metacéntrico com forte marcacao intersticial e dois de
tamanho médio com sitios na por¢do terminal do brago curto; dez submetacéntricos, com trés
grandes cromossomos marcados na posi¢cdo terminal do brago longo e sete de tamanhos
variados com sitios na posi¢do terminal do bragco curto; um subtelocéntrico € um par
acrocéntrico com sitios na por¢ao terminal do braco curto (Figura 3a).

Na populagdo da lagoa foram observadas de uma a cinco marcagdes
CMA;/DAPI por individuo, totalizando 17 cromossomos, incluindo seis metacéntricos
marcados na regido terminal, sendo trés com sinais no brago curto e trés marcados no braco
longo; quatro cromossomos submetacéntricos, um com marcagdo no brago longo e trés no
brago curto; um subtelocéntrico com marcagdo no braco longo e seis cromossomos
acrocéntricos, todos com sitios fluorescentes na porcao terminal do brago curto. O par 25
também apresentou o mesmo heteromorfismo de tamanho evidenciado pelo nitrato de prata
(Figura 3b).

Regides DAPI positivas foram observadas de forma discreta no centrdmero

de alguns cromossomos em ambas as populagdes (figura 4)

Hibridacao fluorescente in situ

Apds a FISH com a sonda de DNAr 18S foi possivel evidenciar 13
Cromossomos com sinais positivos na populagdo dos rio das Pedras (Figura 3a), com cada
individuo apresentando até cinco cromossomos portadores. Variagdes interindividuais quanto
ao tipo cromossdmico e a posicdo dos sitios cromossdmicos também foram observadas. A
maioria das regides evidenciadas pela Ag-RON e pela FISH nessa populagdo foram
localizadas em cromossomos submetacénticos e, em geral, foram coincidentes com aquelas
ricas em pares de base GC. Adicionalmente, alguns cromossomos com sitios CMA;" ndo
relacionado ao DNAr foram observados (Figura 3a). Nos pares 9 e 16 foi evidenciado um

heteromorfismo de tamanho entre cromossomos homologos. No par 16 este mesmo
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heteromorfismo foi detectado pelo nitrato de prata, mostrando-se muito mais acentuado
(Figura 3a).

Na populagdo da lagoa a analise por double-FISH com sondas de DNAr 18S
e 5S foi realizada com sucesso. A hibridacdo fluorescente in situ com sonda de DNAr 18S
confirmou os sinais Ag-RONs, além de evidenciar sitios de DNAr que estavam inativos.
Desta forma, multiplos sinais de DNAr 18S foram encontrados na por¢ao terminal ou
intersticial dos bragos curtos ou longos de 2 a 7 cromossomos por individuo. Esta populagdo
apresentou ao todo, 15 cromossomos portadores de sitios de DNAr 18S (Figura 2 d). O
heteromorfismo observado no par 25 pelo nitrato de prata e pelo CMAj; foi confirmado pela
FISH, mostrando-se menos acentuado (Figura 3a).

As marcagdes de DNAr 5S foram observadas em 8 a 12 cromossomos
diferentes dos cromossomos portadores dos sitios 18S, apresentando sinais na posi¢ao

intersticial e/ou terminal do brago curto (Figura 5).

Bandamento C

A heterocromatina foi observada de modo discreto nas regides centroméricas
da maioria dos cromossomos de C. callichthys nas duas localidades amostradas. Os pares 4,
11 e 21 apresentaram, além das bandas centroméricas, marcagdes sutis nas regides terminais
do brago longo; e observou-se regido heterocromatica na posi¢ao terminal do brago curto em
um dos homologos do 2° par.

O cromossomo B ndo revelou nenhuma banda, mostrando-se completamente
eucromatico para ambas as populacdes (Figura 6a). As constricdes secundarias ndo foram

evidenciadas pelo bandamento C(Figuras 6 b-e).

DISCUSSAO

A espécie C. callichthys apresenta consideravel variabilidade ¢ sua
diversidade cariotipica pode estar relacionada tanto a presenca de diversos numeros diploides
(2n=52, 54, 56 e 58) quanto a ocorréncia de diferentes formulas cromossdmicas em
populacdes dentro e entre bacias (Tabela 2). Em alguns casos, os nimeros cromossomicos sao
exclusivos para populagdes de uma determinada bacia como o 2n=56 encontrado apenas na

bacia Parana-Paraguai (Porto & Feldberg 1993; Oliveira et al., 1993a; Sanchez & Fenocchio,
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1996 e Shimabukuro-Dias et al., 2005) e o 2n=52 presente somente na Bacia Amazonica
(Porto & Feldberg 1993). Outros valores sdao compartilhados, como o 2n = 58 encontrado em
exemplares de rios costeiros das regides Sul e Sudeste do Brasil (Oliveira et al., 1993a e
Shimabukuro-Dias et al., 2005) ¢ o 2n=54 que, além do presente estudo, foi também
encontrado na bacia Amazonica (Porto & Feldberg, 1993).

Embora o valor diploide seja semelhante ao observado em outras
populagdes, os exemplares de C. callichthys da bacia do rio de Contas diferenciaram-se por
apresentar formula cromossdmica particular, com menor nimero de cromossomos m-sm e
quantidade maior de st-a (Tabela 2). Além disso, as fémeas ndo evidenciaram um par
cromossdmico heteromorfico, o provavel par sexual de um sistema ZZ-ZW, sugerido por
Porto & Feldberg (1993), em exemplares de bacia Amazonica com 2n=54. Adicionalmente,
um cromossomo acessorio metacéntrico de tamanho grande, com tamanho similar ao primeiro
par de metacéntricos, foi observado em individuos das duas populagdes do presente estudo.

Desta forma, as populagdes de C. callichthys da bacia do rio de Contas,
parecem estar evoluindo de forma independente e indica que inversdes pericéntricas
desempenharam um papel importante na diferenciacdo cromossdmica das populacdes
estudadas. Considerando que o cariétipo ancestral de Siluriformes teria maior quantidade de
cromossomos com dois bracos (Oliveira & Gosztonyi, 2000), as populagdes da bacia do rio de
Contas seriam mais derivadas, indicando maior niimero de rearranjos em relagdo ao padrao
plesiomorfico.

Os resultados obtidos incrementam os dados ja existentes para essa espécie
de ampla distribuicao, inclusive disponibilizando a primeira ocorréncia de cromossomos
adicionais ou supranumerdrios no cariotipo de 2n=54. No entanto, cromossomos B ja foram
descritos em outros niimeros cromossomos (2n=58, 2n=56, 2n=52) de C. callichtys, com
variagdes em relagdo ao tamanho, a morfologia, ao numero (Tabela 2). Shimabukuro-Dias et
al. (2005) evidenciaram um grande B metacéntrico na popula¢do de Corumba/MT, que se
assemelha em forma e tamanho ao cromossomo observado nas populacdes aqui amostradas,
entretanto o 2n desta populacao era de 56/57.

As constri¢des secundarias observadas nas duas populagdes de C. callichthys
foram coincidentes com os sitios de DNAr e os sinais de CMA3; porém, ndo evidenciaram
associa¢do com heterocromatina (regides C negativas). Na familia Callichthyidae, constri¢cdes
secundarias, usualmente heteromorficas, t€ém sido visualizadas com frequéncia e ja foram

encontradas em espécies de Aspidoras (Oliveira et al., 1993a; Shimabukuro-Dias et al.,



40

2004a); Brochis e Dianema (Oliveira et al., 1993a); Megalechis (citado como Hoplosternum
thoracatum) (Porto & Feldberg, 1992), Hoplosternum (Porto & Feldberg, 1992; e Nirchio et
al., 2006), Corydoras (Oliveira et al., 1992, 1993a e 1993b ; Shimabukuro-Dias et al., 2004a)
e também em diferentes populagdes de C. callichthys (Sanchez & Fenocchio, 1996;
Shimabukuro-Dias et al., 2005).

Em C. callichthys ha uma predominancia da ocorréncia de RONs simples e
com heteromorfismo de tamanho entre homologos (Tabela 2). Contudo, multiplas regides
organizadoras de nucléolos também foram observadas em populagdes de 2n=54, da bacia
Amazodnica (Porto & Feldberg, 1993) e aquelas aqui estudadas, levando-nos a sugerir que
RONs multiplas estdo associadas a ocorréncia de um caridtipo de 54 cromossomos.
Novamente, a presenca de multiplos cromossomos portadores de RONs sugere que este
carater analisado no presente trabalho ¢ mais derivado pois um unico par portador de DNAr
458 ¢ considerado um carater primitivo para peixes (Galetti Jr., 1998). Além disso, a analise
das regides organizadoras nucleolares permitiu diferenciar as populagdes estudadas, onde a
populagdo do Rio das pedras apresentou uma maior expressao génica, visto que possui uma
maior quantidade de cromossomos com sitios Ag-RONs do que a populacdo da lagoa
temporaria.

Até o momento, os unicos resultados de FISH com DNAr 18S na familia
Callichthyidae foram relatados por Artoni et al. (2006) em duas espécies de Corydoras e por
Pazza et al. (2005) em Hoplosternum littorale. A hibridacao in situ com sonda de DNAr 18S
em C. callichthys foi coincidente com os sinais Ag-RONs positivos, além de evidenciar sitios
inativos em ambas as populacdes, confirmando a variagdo intra e interindividual dos sinais,
bem como a auséncia de homologia para alguns cromossomos. Até 13 sitios de DNAr 18S
foram visualizados na populagdo do rio das Pedras, com a maioria dos sinais situados em
cromossomos submetacéntricos, enquanto a populacdo da lagoa temporaria revelou até 15
cromossomos marcados apresentando maior frequéncia de marcagdes nos cCromossomos
acrocéntricos e menor variagdo entre os individuos. Esta variagdo na quantidade de sinais de
DNAr 18S, de acordo com Kavalco & Moreira-Filho (2003), poderia estar relacionada ao
numero de copias de DNAr em cada sitio, mascarando assim a localiza¢ao de todo o conjunto
de genes de RNAr no caridtipo. Ferro et al. (2001) também atribuiram tal variabilidade ao
reduzido tamanho dos sitios ribossdmicos ao analisarem diferentes populacdes de Astyanax
scabripinnis. Hipoteses similares poderiam explicar a variacdo encontrada nos sitios

portadores de DNAr em C. callichthys.
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Ainda a ocorréncia heteromorfismo estrutural entre sitios de DNAr de
cromossomos homologos, como os observados nos pares 9 ¢ 16 da populagdo do rio das
Pedras, pode ser devida a duplicagdo e/ou delecdo de sequéncias de DNA ribossdmico,
provavelmente causadas por crossing-over desigual (Almeida-Toledo et al., 2000, Affonso et
al., 2002).

Multiplos sinais de DNAr 5S, variando de 8 a 12, foram observados nos
exemplares de Callichthys callichthys da lagoa temporaria, em cromossomos diferentes dos
portadores de genes de DNAr 18S revelando, portanto, uma ndo sintenia entre os sitios
maiores € menores de DNAr. A ndo sintenia entre estes sitios ¢ uma caracteristica comumente
relatada entre os peixes e esta divergéncia de localizacao, segundo Martins & Galetti (1999),
parece representar uma condi¢do 6tima que evita interferéncias na harmonia desses sitios de
multiplas copias. Entretanto, sitios de DNAr 18S e 5S podem assumir uma organizacao
sinténica em algumas espécies de peixes como Salmo salar (Pendas et al., 1994),
Oncorhynchus mykiss (Moéran et al., 1996), Prochilodus lineatus (Jesus et al., 2003), Harttia
carvalhoi (Centofante et al., 2006) e Astyanax scabripinnis (Mantovani et al., 2005).

Para a familia Callichthyidae, o mapeamento de genes de RNAr 5S foi
realizado apenas em Hoplosternum littorale (Pazza et al., 2005) com identificagdo de 4
cromossomos portadores de DNAr 5S. Nos Siluriformes, a maioria dos estudos mostram que
esse gene ribossomal estd geralmente situado apenas em um par de cromossomos, como
observado em lheringichthys labrosus (Carvalho & Dias, 2007), Steindachneridion scriptum e
S. melanodermatum (Swarga et al., 2009) e Rhamdia quelen (Garcia et al., 2010a). Contudo,
multiplos sinais de DNAr 5S como os observados nos espécimes aqui analisados também
foram encontrados por exemplo em trés diferentes espécies do género Pimelodus (Garcia &
Moreira-Filho, 2008), duas espécies de Pimelodella (Garcia et al., 2010b) ¢ uma espécie de
Harttia (Centofante et al., 2006) mas, o nimero de sitios documentados foram notavelmente
inferiores aos aqui observados.

Em Callichthys callichthys da lagoa temporaria foram observados tantos
sitios de DNAr 5S intersticiais quanto terminais. O mapeamento de genes de DNAr 5S em
varios grupos de peixes, anfibios e mamiferos também tem demonstrado que marcagdes em
segmentos intersticiais dos cromossomos sdo comuns, 0 que pode representar alguma
vantagem na organizagdo desses genes no genoma deste grupo de vertebrados (Martins &
Wasko, 2004; Galetti & Martins, 2004). Entretanto, relatos de localizagdo terminal de tais

sitios, também tém sido observados em outros grupos de peixes como Tetraodontiformes
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(Mandrioli & Manicardi, 2001; Noleto et al., 2006), Perciformes (Affonso & Galetti, 2005),
Atheriniformes (Sczepanski et al., 2007).

A coloracdo com fluorocromos base especificos revelou também diferencas
inter e intraindividuais na posicdo, tipo e numero de cromossomos com marcagdes
CMA; /DAPI. A populagio do rio das Pedras apresentou 16 cromossomos com regides ricas
em GC, estando grande parte destes sitios em cromossomos submetacéntricos. J& na
populacdo da lagoa, foram observados 17 cromossomos com sinais CMA3+, apresentando
maior frequéncia de marcagdes em cromossomos meta € acrocéntricos € menor variagao entre
os individuos. Estes constituem também os primeiros dados de fluorocromos nesta espécie e,
como anteriormente observado com nitrato de prata e os DNAr 18 e 5S, confirmou um
acentuado polimorfismo destas regides em C. callichthys.

Similarmente, foi demonstrado que, além de varidveis, os sinais
fluorescentes aparecem em cromossomos sem homologia, o que pode ser igualmente devido
ao tamanho reduzido destes sitios, tornando-se dificeis de serem detectados.

As RONSs detectadas pelo nitrato de prata em C. callichthys da bacia do rio
de Contas revelaram-se CMAj; positivas demonstrando que estas regides sdo ricas em pares de
bases GC. Também foram localizados alguns cromossomos com regides ricas em GC niao
relacionados as regides organizadoras de nucléolos. Segundo Galetti & Martins (2004), as
RONSs em peixes sdo comumente evidenciadas por fluorocromos GC-especificos e havendo
também casos em que a CMAj; evidencia sitios adicionais a prata em porgdes
heterocromaticas nao relacionadas aos sitios de DNAT.

Nas duas populagdes de C. callichthys, o bandamento C revelou pequena
quantidade de heterocromatina nas regides centroméricas de quase todos os cromossomos
enquanto as regides de DNAr 18S ricas em GC, ndo foram evidenciadas pelo bandamento C.
Este padrao de localizacdo centromérica de heterocromatina, tem sido predominantemente
observada em C. callichthys (tabela 2). Adicionalmente, regides DAPI" foram detectadas no
centromero de alguns cromossomos mostrando, provavelmente, associacdo entre
heterocromatina centromérica e regidoes AT ricas.

O cromossomo supranumerario ou B ndo apresentou qualquer sequéncia
identificada por meio de Ag-RON, FISH ou fluorocromos e revelou-se completamente
eucromatico, como observado em Characidium cf. zebra (Venere et al., 1999), Rhamdia
voulezi e Rhamdia sp (Abucarma & Martins-Santos, 2001) e Rhamdia quelen (Moraes et al.,
2007).
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Em C. callichthys, apenas Shimabukuro-Dias et al. (2005) apresentam dados
de bandamento C em Bs, onde na populagdo de Marilia/SP os microcromossomos B
observados foram inteiramente heterocromdticos e na populagdo de Corumbd/MT o
cromossomo acessoOrio apresentou um segmento C-positivo na regido centromérica. Nesta
ultima, apesar do cromossomo acessorio ser semelhante em tamanho e forma ao encontrado
nas populagdes aqui estudadas, ele pode ser diferenciado pela presenca de blocos
heterocromaticos.

Segundo Camacho (2000), a evolu¢do dos cromossomos supranumerarios
envolve acimulo de DNA repetitivo, silenciamento de genes e rapida heterocromatinizagao.
O autor ainda sugere que esta ultima constitui a base para diferenciacdo dos cromossomos B.
Essa informagdo representa um forte indicio de que supranumerarios eucromaticos possuem
origem mais recente, o que nos leva a sugerir que 0 Cromossomo supranumerario nas
populacdes analisadas neste trabalho sdo evolutivamente mais recentes que aqueles
identificados em outras populagdes de C. Callichthys.

A composicdo, a fungdo e, especialmente, a origem dos cromossomos B ndo
sdo claramente conhecidas. De acordo com Jones & Rees (1982), os Bs se originam do
complemento A, podendo ser derivados de autossomos e cromossomos sexuais (origem intra-
especifica) ou de cruzamentos entre espécies proximas (Camacho et al. 2000).

O cromossomo B observado em ambas as populagdes de Callichthys
callichthys é um metacéntrico grande que apresentou uma homologia estrutural entre os dois
bragos, apos as técnicas utilizadas. Salvador e Moreira-Filho (1992) observaram este tipo de
cromossomo em Astyanax scabripinnis e, posteriormente, Mestriner et al. (2000)
demonstraram que caracteristicas estruturais e funcionais do macrocromossomo B desta
espécie suportam a hipotese de que se trata de um isocromossomo. A mesma hipotese
poderia se aplicar ao cromossomo B de C. callichthys, entretanto, técnicas como a do
complexo sinaptonémico poderia ser utilizada para se chegar a uma melhor conclusao.

Porto & Feldberg (1993) sugerem que C. callichthys formam populagdes
pequenas e isoladas, o que favoreceria as divergéncias observadas dentro e entre bacias. Esse
comportamento poderia explicar assim as diferengas observadas entre as populagdes do rio
das Pedras e da lagoa temporaria. Corroborando essa hipotese, a populacdo da lagoa
temporaria apresentou menor variacdo citogenética que a do rio das Pedras, provavelmente
em fun¢do da perda de diversidade genética associada aos efeitos de endogamia e deriva

impostos pelo isolamento, carater efémero e pequena area de habitat.
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Para Oliveira et al. (1993a), a variagao intraespecifica no namero diploide e
estrutura cariotipica em peixes deve-se a ocorréncia de subespécies, espécies cripticas ou
espécies ndo identificadas. Assim, a existéncia de problemas taxondomicos (Reis, 1998),
combinada com a grande variabilidade cromossdmica ¢ ampla distribui¢do de C. callichthys,
incluindo a presenca de elementos adicionais e diferentes cariomorfos sem identificacdo de
formas intermedidrias, como as do presente estudo, refor¢a a sugestdo de um complexo de
espécies ainda ndo resolvido para o grupo.

Os dados obtidos neste estudo revelam a presenca de um macrocromossomo
B eucromatico que, provavelmente, evolui recentemente em ambas as populacdes estudadas,
além de ter sido observada uma intensa variagdo de sitios de DNAr nos caridtipos. Sendo
assim, este trabalho contribui com a citotaxonomia da familia Callichthyidae e auxilia no

entendimento da evolugdo cariotipica no grupo.
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Tabelal—-  Freqiiéncia dos cromossomos supranumerarios em células somaticas de
Callichthys callichthys da Bacia do Rio de Contas-BA.
Localidade Espécime Sexo Ne° células N° de Bs Frequéncia do B
analisadas (%)
0 1

Rio das 385 ? 27 26 1 3,70

Pedras 386 3 26 20 6 23,08
387 3 19 18 1 5,26
763 3 42 25 17 40,48
765 Q 17 10 7 41,18
905 ? 38 32 6 15,79
907 Q 77 74 3 3,90
908 Q 74 65 9 12,16
909 ? 55 51 4 7,27
Total 375 321 54
(%) 100 85,6 144

Lagoa 900 Q 89 80 9 10,11
947 ? 54 54 0 0
949 ? 31 28 3 9,68
1146 a8 22 22 0 0
1150 3 13 13 0 0
1152 ? 19 12 7 36,84
1154 ? 38 38 0 0
1168 3 21 21 0 0
1169 3 42 38 4 9,52
1170 g 24 24 0 0
1172 Q 7 6 1 14,28
1173 ? 11 11 0 0
1174 Q 38 36 2 5,26
1175 ) 20 18 2 10
1176 Q 23 21 2 8,69
1177 Q 27 27 0 0
1185 ? 16 16 0 0
Total 495 465 30

(%) 100 94,85 6,06




Tabela 2 - Dados

citogenéticos
B=cromossomo

supranumerario;

na espécie

C callichthys.
m=metacéntrico;

2n=namero
sm=submetacéntrico;
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dipléide;

st=subtelocéntrico; a=acrocéntrico; ¢= centromérica; t=terminal; i=intersticial;
p= pericentromérica; st=subterminal

SUBFAMILIA/ LOCALIDADE 2N FORMULA B N° DE BANDA C REFERENCIAS
ESPECIE CROMOSSOMICA RONS
Callichthyinae
Callichthys. Itanhaém/SP 58 22m+22sm+14st 0-5 2 C Oliveira et al., (1993a)
Callichthys
C. callichthys Guarulhos/SP 58 22m+22sm+14st --- 2 C Oliveira et al., (1993a)
C. callichthys Marchantaria/ 54 46m,sm+38st-a --- blocosctei Porto e Feldberg (1993)
AM
C. callichthys Corrego do Candira — 52 44 m-sm + 8 st-a 0-1 2 - Porto e Feldberg (1993)
AM
C. callichthys Manaus/AM 58 e -—- 2 -—- Porto e Feldberg (1993)
C. callichthys Argentina 56 14m+10sm+32st-a 0-2 2 cep Sanchez e Fenocchio,
(1996)
C. callichthys Marilia/ SP 56 22m+16sm+18st 0-8 2 C Shimabukuro-Dias et
al., (2005)
C. callichthys Pindamonhagaba/SP 58 18m+14sm+26st --- 2 C Shimabukuro-Dias et
al., (2005)
C. callichthys Embu Guagu/SP 58 18m+16sm+24sbt -—- 2 C Shimabukuro-Dias et
al., (2005)
C. callichthys Corumba/ MT 56/57 20m+16sm+20st 1 2 C Shimabukuro-Dias et
al., (2005)
C. sp. R Itabapoana/RJ 60 4m+6sm+46st+4a - -— - Oliveira et al., (1998) *
C. callichthys Jequi¢/Ba 54 16m+24sm+6st+8a  0-1 13 C Presente estudo
C. callichthys Jitatna/Ba 54 16m+24sm+6st+8a  0-1 11 C Presente estudo
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Figural -

Exemplar de: Callichctys callichthys (a), Locais de coleta: Mapa das bacias do
Nordeste: IV- Bacia do rio de Contas (b) rio das pedras e lagoa temporaria (c). Os
nimeros romanos indicam as Regides de Planejamento e Gestio de Aguas (RPGAs)
da Bahia, elaborado pelo Instituto de Gestdo de Aguas e Climas.
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Figura 2 — Cariotipo de Callichthys callichthys, evidenciando o cromossomo B (a); Representagdo dos
diferentes tipos cromossOmicos com constri¢do secundaria nas populagdes do rio das Pedras

e da lagoa temporaria(b-h).
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Figura3-  Cromossomos de Callichthys callichthys representando as marcagdes Ag-RONSs,

CMA;'/DAPI” e sitios de DNAr 18S, nas populacdes do rio das Pedras (a) e da lagoa
temporaria (b).

Figura4 - Metafase de C. callichthys apos tratamento com
fluorocromo DAPI. Os asteriscos evidenciam os
cromossomos com marcagdo DAPI positivo em
algumas regides centroméricas.



Figura5— Metafase de Callichthys callichthys, da
lagoa temporaria, apds a hibridacdo
fluorescente in situ (FISH), com sondas de
DNAr 18S e 5S (double FISH). No Box os
Cromossomos com 0s cistrons
ribossdmicos.
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Figura 6 — Cariotipo de C. callichchyts com banda C, evidenciando o

cromossomo B eucromatico (a). Cromossomos mostrando a
constrigdo secundaria apos bandamento C (b-¢).
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Resumo

Estudos citogenéticos foram realizados em uma populagdo da espécie de peixe Neotropical
Hoplosternum littorale (Siluriformes, Callichthyidae) da bacia do rio de Contas- BA, nordeste
do Brasil. O numero diploéide observado foi de 2n= 60, com foérmula cariotipica de
6m+2sm+52a e NF=68 para todos os individuos, independentemente do sexo. A impregnagdo
por nitrato de prata revelou RONs simples e heteromorficas na regido terminal do brago curto
do par 6, coincidente com uma constrigdo secundaria. A hibridagdo fluorescente in Situ com
utilizagdo simultanea de sondas de DNAr 18S ¢ 5S (double-FISH) confirmou o par da RONs
e 0 heteromorfismo de tamanho entre homoélogos e evidenciou marcagdes de DNAr 5S na
regido terminal do braco curto de dois pares de cromossomos acrocéntricos, ndo sinténicos as
RONSs. A heterocromatina mostrou-se distribuida nas regides centroméricas, intersticiais e
terminais de alguns cromossomos. A coloracdo com fluorocromos base-especificos
evidenciou regides ricas em bases GC (CMA; /DAPI’) coincidentes com as RONs e na regido
intersticial heterocromatica de um par adicional de cromossomos. Os dados obtidos foram
similares aos descritos na literatura para outras populagdes de H. littorale anteriormente
analisadas em distintas regides da América do Sul, envolvendo a manuten¢do da
macroestrutura cromossomica, padrao de distribuicdo de heterocromatina, nimero de RONs e
localizagdao dos genes de RNAr 18 e 5S. Demonstra-se assim uma notavel homogeneidade
cariotipica para este representante de Callichthyidae em contraste com a extensa diversidade
cromossOmica verificada na familia e com a ampla distribui¢do da espécie.

Palavras-chave: bandamento cromossdmico, Citogenética, conservagao cariotipica, FISH
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INTRODUCAO

A familia Callichthyidae estd dividida em duas subfamilias, a
Corydoradinae, com trés géneros: Aspidoras, Brochis e Corydoras e a Callichthyinae
constituida de cinco géneros: Callichthys, Dianema, Hoplosternum, Lepthoplosternum e
Megalechis, perfazendo 194 espécies validas (Ferraris, 2007, Menezes et al., 2007). Entre
estas, Hoplosternum littorale (Hancock, 1828), popularmente conhecida como tamboata, ¢ um
siluriforme com ampla distribui¢do na América do Sul ocupando uma variedade de habitats.
Apesar de ser predominante em lagoas, essa espécie pode ser encontrados desde pequenos
riachos de dguas rdpidas e oxigenados, até rios de grande porte, pocas e locais pantanosos,
onde o oxigénio pode ser praticamente ausente (Hahn et al., 1997; Reis, 1998).

Analises cromossomicas em Hoplosternum littorale ja foram realizadas no
Norte, Sul e Sudeste do Brasil e Colombia, revelando que essa espécie apresenta um nimero
diploide invariavel de 2n=60 e férmula cariotipica geralmente com 8 m-sm e 52 st-a (Porto e
Feldberg, 1992; Oliveira et al., 1993a; Pazza et al., 2005; Shimabukuro-Diaset al., 2005;
Nirchio et al., 2006). Esses resultados divergem da enorme variabilidade cromossdémica
observada em diferentes géneros e espécies da familia Callichthyidae, tais como Corydoras
com 2n=40 em C. nattereri (Oliveira et al.,1990) a 2n=134 em C. aeneus (Turner et al.,
1992), e Callichthys callichthys com 2n=52 a 2n=58 (Porto e Feldberg, 1993; Oliveira et al,.
1993a; Sanchez e Fenocchio, 1996; Shimabukuro-Dias et al., 2005).

Contudo, apesar da ampla distribuicdo geografica dessa espécie, nao ha
estudos genéticos disponiveis para as bacias costeiras do nordeste brasileiro, drea de pouco
conhecimento bioldgico e alto endemismo (Cetra et al., 2010). Neste trabalho, foram reunidos
dados inéditos sobre os padroes cromossomicos de Hoplosternum littorale da bacia do rio de
Contas, importante sistema hidrografico do estado da Bahia no Nordeste brasileiro, utilizando
marcadores citogenéticos classicos (coloragdo convencional, impregnacdo com nitrato de
prata para detec¢do das regides organizadores de nucléolos - RONs e bandamento C) bem
como coloragdo com fluorocromos base especificos e hibridagao in situ fluorescente (FISH)
com sondas de DNAr 18S e 5S, visando um melhor entendimento da evolucdo cariotipica

neste grupo de peixes.
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MATERIAL E METODOS

Foram analisados citogeneticamente 22 exemplares (43, 149 e 4 com sexo
ndo identificado) de Hoplosternum littorale (Figura 1a) (Siluriformes, Callichthyidae),
provenientes de coletas em uma lagoa temporaria na Fazenda Santo Antonio proximo a cidade
de Jitaina/BA, pertencente a bacia do rio de Contas, estado da Bahia, Brasil (Figura 1b), entre

as coordenadas 14°18°57°’S e 39,5°23,2°30,4°W.

Coloracéo convencional.

Apods estimulagdo mitdtica in vivo por 48h (Lee e Elder, 1980), os
cromossomos mitoticos foram obtidos de acordo com a técnica de obtencdo direta segundo
Bertollo et al. (1978) usando células do rim anterior . 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 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 (RONs) foram detectadas pela
impregnacdo com nitrato de prata (Howell e Black, 1980). O padrdo de distribui¢do da
heterocromatina foi determinado de acordo com a técnica de bandamento C com Giemsa apos
tratamento com HCI 0.1 M, Ba(OH), e 2xSSC (Sumner, 1972). Os sitios ricos em GC ¢ AT
foram detectados com cromomicina Az (CMAj;) e 4’-6-diamino-2-fenilindole (DAPI),
respectivamente, de acordo com Schweizer (1980). As laminas foram coradas com 0.5 mg/mL
de CMA; por 1 hora, lavadas em agua destilada e sequencialmente coradas com 2pug/mL
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 usada para localizar o DNAr
18Se 5S usando a sonda de Prochilodus argenteus (Hatanaka e Galetti Jr., 2004) e de
Leporinus elongatus (Martins e Galetti Jr., 1999), respectivamente. A técnica de FISH foi
realizada de acordo com o procedimento descrito por Pinkel et al. (1986), com modificacdes.
A metodologia consiste em: desidratar as laminas em série alcodlica 70 e 100%, 5 min cada;
incubar em 90 pl de RNAse (0,4% RNAse/2xSSC) a 37° C por 1h. Em seguida, lavar 3X em
2xSSC; 1X em paraformaldeido 4% e mais 1X em 2xSSC por 10 min (agitando). Lavar em
1X PBS por 5 min; desidratar em série alcoolica a 70 (agitando) e 100 % por 5 min e deixar
secando de 30 min a 3 horas. Simultaneamente, preparar o “mix” de hibridacdo (7,5 ul da
sonda, 12 pl de sulfato de dextrano 10%, 30 ul formamida a 50% e 10,5 pl de 20x SSC) e deixa-lo
a temperatura ambiente ou 37°C. Usar 7,5 pul de sonda marcada, inclusive em double FISH.
Desnaturar as 1aminas em formamida 70% a 70° C por 4 min; e desidratar em série alcoolica
50% e 100% por 5 minutos cada, no gelo (secar ao ar). Desnaturar a solucao de hibridacio a
80°C por de 10 min e passa-la imediatamente ao gelo. Montar as laminas colocando 50 ul do
“mix” em cada uma, incubar em camara umida 37°C overnight. Lavar duas vezes em 2xSSC
por 5 min e 1 vez em 1x PBS por 10 min, ambos a 45°C (agitando). Incubar as laminas em
1xPBD. Colocar 50 pL da solugdo de detecgdo, inverter a lamina sobre a laminula e deixar 1
h em camara umida e escura a 37°C. Lavar 3X em 1xPBD a 45°C, por 5 min (no escuro). Em
seguida, montar as laminas com 25ul. de meio de montagem DABCO + 1uL de MgCl,
50mM + 1uL de solucdo de iodeto de propidio (50pg/mL); ou 1 uL DAPI (2pug/mL) por

lamina. Guardar as laminas no escuro a 4°C, até as analises ao microscopio.

RESULTADOS

Todos os individuos de Hoplosternum littorale, independentemente do sexo,
apresentaram um numero dipldide igual a 60 com férmula cariotipica de 6m+2sm+52a e
NF=68 (Figura 2a). Usualmente, uma constricdo secundaria, com um pequeno
heteromorfismo de tamanho, foi observada em um par de cromossomos acrocéntricos de

tamanho médio, equivalente ao par 6 (Figura 2a, em destaque).
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A impregnacao por nitrato de prata revelou RONs simples em um par de
acrocéntricos de tamanho médio (6° par), coincidente com a constricdo secundaria, com a
coloragao pelo fluorocromo CMAj; e com sitios de DNAr 18S (Figura 2a, em destaque).

O padrao de heterocromatina mostrou marcagdes centroméricas em todos os
cromossomos, além de algumas marcacdes intersticiais e poucas terminais (Figura 2b). As
RONs revelaram-se banda C negativas.

A técnica de double-FISH, com sondas de DNAr 18S e 5S, evidenciou dois
cromossomos acrocéntricos portadores de DNAr 18S em posi¢ao terminal do brago curto,
heteromorficas em tamanho e coincidentes com as RONs (Figura 2a, em destaque, e Figura
3), enquanto a sonda de DNAr 5S hibridou na por¢ao terminal do braco curto de dois pares de
cromossomos acrocéntricos, nao sinténicos aos portadores das RONs (figura 3).

Apbs a coloragdo com fluorocromos base especificos, todos os individuos
apresentaram quatro cromossomos acrocéntricos positivos para CMAj e negativos para DAPIL.
Destes, um par apresentou sitios na regido terminal do braco curto coincidentes com as
constri¢des e as RONs e o outro par evidenciou marcagdo intersticial no brago longo, préxima

ao centromero (Figuras 4a e b).

DISCUSSAO

De acordo com os resultados obtidos, H. littorale da bacia do rio de Contas
seguiu o padrdo comumente descrito para outras populacdes dessa espécie de diferentes
bacias da América do Sul (Tabela 1), evidenciando seu carater invariavel ¢ reforcando a idéia
de que esta é uma espécie altamente conservada, com numero dipléide (2n=60) e foérmula
cariotipica (8m-sm+52 st/a) constantes. Esse padrdo conservado diverge da grande
variabilidade cromossomica observada em diferentes géneros da familia Callichthyidae, tais
como Corydoras (Oliveira et al., 1990; Turner et al., 1992) e Callichthys (Shimabukuro-Dias
et al., 2005). De fato, amostras de C. callichthys da mesma localidade amostrada de H.
littorale no presente trabalho, exibiram cariomorfos distintos de outras regides do Brasil e
com uma série de peculiaridades como cromossomos B e variabilidade de sitios de DNAr (ver
capitulo 1).

A detec¢do de RONs simples tem sido predominante na familia
Callichthyidae (Oliveira et al., 1993a; Sanchez e Fenocchio, 1996; Shimabukuro-Dias et al.,
2004a; Shimabukuro-Dias et al., 2005). Em H. littorale, as RONs simples s3o constantemente
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visualizadas com heteromorfismo de tamanho, conforme observado no presente estudo.
Entretanto, h4d uma discordancia entre os autores quando ao par cromossdmico portador
desses sitios. Nirchio et al. (2006) localizaram as regides organizadoras de nucléolos em H.
littorale no par 5 em exemplares da Bacia do Orinoco (Venezuela) enquanto Pazza et al.
(2005) em estudos conduzidos em bacias da regido sudeste mapearam as RONs no par 6,
coincidindo com o resultado observado nos exemplares da bacia do rio de Contas. J& em
individuos da Bacia Amazoénica, Porto e Feldberg (1992) identificaram o par 7 como o
portador de RONS e trés diferentes populagdes (Sao Paulo, Mato Grosso e Rio Grande do Sul
) analisadas por Shimabukuro-Dias et al. (2005) apresentaram RONs no par 8. No entanto, a
similaridade entre os pares das RONs entre as diferentes populacdes, independente da sua
posicdo no cariotipo, reforca a hipdtese de que estes cromossomos sejam possivelmente
homeoblogos.

Apoés a FISH com sonda de DNAr 18S, H. littorale apresentou sinais
fluorescentes em um par de cromossomos acrocéntricos coincidente com a marcagao pela
prata. Da mesma forma, foi evidenciado um heteromorfismo de tamanho dos sitios de DNAr
18S entre homologos, o que confirma que esta variacdo ¢ estrutural. Essa caracteristica tem
sido encontrada em muitas espécies de peixes Neotropicais (Shimabukuro-Dias et al., 2004a)
e sua ocorréncia pode ser devida a duplicagdo e/ou delecdo de sequéncias de DNA
ribossdmico, provavelmente causadas por crossing-over desigual (Almeida-Toledo et al.,
2000, Affonso et al., 2002).

Estudos envolvendo técnicas mais refinadas como a hibridac¢do fluorescente
in situ, sdo pouco frequentes na familia Callichthyidae e, até agora, ha dados disponiveis
apenas para duas espécies do género Corydoras e uma populagdo de Hoplosternum littorale.
Artoni et al. (2006) observaram que Corydoras ehrhardti e C. paleatus (portadoras de Ag-
RONSs simples) exibiam, respectivamente, 2 e 3 cromossomos marcados pela FISH com sonda
de DNATr 18S e em H. littorale, onde apenas em dois exemplares coletados em Sdo Paulo
foram analisados por Pazza et al. (2005) demonstraram marcagcdes de DNAr 18S e 5S
semelhantes as do presente estudo. Contudo, somente a populagdo do presente estudo exibiu
heteromorfismo de tamanho das RONs entre homologos.

Nos demais Siluriformes, a maioria dos estudos mostram que o DNAr 5S
esta situado apenas em um par de cromossomos, como em |heringichthys labrosus (Carvalho
e Dias, 2007), Steindachneridion scriptum e S. melanodermatum (Swarga et al., 2009) ¢
Rhamdia quelen (Garcia et al., 2010a). No entanto, multiplos sinais deste tipo de DNAr
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observados nos espécimes aqui analisados também foram encontrados em trés diferentes
espécies do género Pimelodus (Garcia ¢ Moreira-Filho, 2008), duas espécies de Pimelodella
(Garcia et al., 2010b) ¢ uma espécie de Harttia (Centofante et al., 2006). Varios Locarridae

Adicionalmente, a utiliza¢do simultanea das sondas de DNAr 18S e 5S em
H. littorale do presente estudo mostrou que os sinais de DNAr 5S ndo foram sinténicos as
RONSs. Segundo Martins e Galetti Jr., (2000), esta € um caracteristica comum entre 0s peixes
e também nos diferentes grupos animais. Entretanto, em peixes, estes sitios podem apresentar
organizagao sinténica como observado em Salmo salar Pendas et al., (1994), Oncorhynchus
mykiss Moéran et al., (1996), Harttia carvalhoi (Centofante et al., 2006), Prochilodus lineatus
(Jesus et al., 2003) e Astyanax scabripinnis (Mantovani et al., 2005).

A presenca de DNAr 5S na posicdo terminal de dois pares em H. littorale na
populagdo da lagoa temporaria, € também nos espécimes analisados por Pazza et al. (2005),
indica que essa condi¢do possa apresentar um estado derivado visto que a posi¢do intersticial
¢ mais observada tanto entre os peixes como entre os vertebrados de maneira geral (Martins e
Wasko, 2004). Assim, um evento de inversdo pericéntrica pode ter dado origem a posicao
divergente desse cistron ribossomico. A localizagdo terminal de tais sitios também foi relatada
em outros grupos de peixes como em alguns Tetraodontiformes (Mandrioli e Manicardi,
2001; Noleto et al., 2006), Perciformes (Mandrioli et al., 2001) e Atheriniformes (Sczepanski
et al., 2007).

Dados de bandamento C na familia tém demonstrado que ha diferenca na
quantidade de heterocromatina entre os grupos (Oliveira et al., 1992). Enquanto Callichthys,
em geral, apresenta pouca heterocromatina localizada principalmente na regido centromérica
(Porto ¢ Feldberg, 1993; Sanchez e Fenocchio, 1996), Hoplosternum e Megalechis possuem
quantidade consideravel, dispersas nas regides centroméricas e/ou intersticiais dos
cromossomos (Nirchio et al., 2006, Shimabukuro-Dias et al., 2005). Outros géneros como
Aspidoras e Corydoras apresentam grandes blocos heterocromaticos centroméricos,
pericentroméricos e terminais em muitos cromossomos (Oliveira et al., 1990, 1992, 1993a ¢
1993b e; Artoni et al., 2006; Shimabukuro-Dias et al., 2004a e 2004b). O padrdao de
heterocromatina em H. littorale mostrou marcagdes centroméricas em todos 0s cromossomos,
além de algumas marcag¢des intersticiais, seguindo a tendéncia observada para a espécie.

Em relagdo a coloragdo com fluorocromos base-especificos, H. littorale
apresentou constantemente quatro cromossomos acrocéntricos marcados positivamente para

CMA;"e DAPI'. Destes, um par possui marca¢des coincidentes com as constricdes ¢ RONs,
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evidenciando heterocromatina rica em pares de base GC associada aos sitios ribossémicos. O
outro par mostrou marcagdo intersticial no brago longo préximo ao centrdmero e nao
relacionado as RONSs, coincidente com um dos blocos heterocromaticos intersticiais
visualizados pelo bandamento C. Resultados similares foram também observados por Pazza et
al. (2005) para a populacao de Sao Paulo.

De acordo com Oliveira et al. (1988), espécies amplamente distribuidas pela
regido Neotropical, com populacdes pequenas e baixa vagilidade geralmente apresentam
ampla variabilidade cariotipica inter e intraespecifica. Curiosamente, Hoplosternum littorale,
apesar de possuir estas caracteristicas, ndo segue esse modelo teérico de estruturagdo
populacional, apresentando uma grande semelhanca cariotipica entre todas as populagdes ja
estudadas (Tabela 1). Assim, o presente trabalho, além de ampliar a documentagdo cariotipica
para populacdes brasileiras de Hoplosternum littorale, reforca o carater homogéneo da
macroestrutura cariotipica dessa espécie, mesmo em bacias isoladas e com historia evolutiva
unica onde padrdes citogenéticos peculiares tém sido encontrados em diversos grupos de
peixes (Medrado et al., 2008; Jacobina et al., 2009).

Diferentemente de espécies de outros géneros de Callichthyidae, como
Corydoras e Callichthys, a espécie Hoplosternum littorale apresenta uma notavel estabilidade
cariotipica, que possivelmente ¢ uma caracteristica da propria espécie. Este conservadorismo
ja foi observado em algumas populagdes de Astyanax altiparanae (Domingues et al., 2007) e
Astyanax bimaculatus (Pamponet et al., 2008), em contraste com uma ampla variabilidade
observada em outras espécies de Astyanax (Medrado et al., 2008, Vicari et al., 2008, Kavalco
¢ Moreira-Filho, 2003 ), assim como Hoplias lacerdae (Blanco et al., 2010a), em relagdo a
variabilidade de diversas popula¢des de Hoplias malabaricus (Bertollo et al., 2000, Rosa et
al., 2009, Blanco et al., 2010b).

Pode-se inferir ainda, que a expansdo populacional de Hoplosternum
littorale seja um evento recente, ndo favorecendo a fixagdo de rearranjos cromossomicos. De
fato, acredita-se que a ampla distribui¢do geografica desta espécie seja parcialmente
influenciada por ag¢des antrdpicas de transposi¢ao de populacdes (Oliveira e Moraes Jr., 1997)
0 que explicaria parcialmente o notavel conservadorismo citogenético das populagdes ja
analisadas. Porém, para confirmar essa hipotese, andlises moleculares baseadas em DNA

mitocondrial seriam necessarias.
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Tabelal—- Dados citogenéticos em espécies do género Hoplosternum. 2n = namero
diploide; B = cromossomo supranumerario; m = metacéntrico, sm =
submetacéntrico; st = subtelocéntrico; a=acrocéntrico; ¢ = centromérica; t =
terminal; 1= intersticial; p = pericentromérica; st = subterminal

SUBFAMILIA/ LOCALIDADE 2N FORMULA N° DE BANDA C REFERENCIAS

ESPECIE CROMOSSOMICA RONS

Callichthyinae

H. litoralle L ago 60 4m+4sm+52st-a 2 -—-- Porto e Feldberg,
Camaledo/AM (1992)
H. litoralle R Orinoco/ 60 6m-+2sm+2st+50a 2 c,pei Nirchio et al.,
Colémbia (2006)
H. litoralle Pirassununga/ 60 4m+4sm+52a 2 blocos c e Oliveira et al.,
SP i (1993a)
H. litoralle R Guaiba/RS 60 6m+2sm+52a 2 celoui Shimabukuro-
Diaset al.,(2005)
H. litoralle Reservatorio 60 6m+2sm+52a 2 ce/oui Shimabukuro-
Jurumirim/ SP Diaset al., (2005)
H. litoralle R Pirai/ MT 60 6m+2sm+52a 2 celoui Shimabukuro-
Diaset al., (2005)
H. litoralle Costa Sudeste 60 6m+2sm+52a 2 stel Pazzaet al.,
do Brasil (2005)
H. sp. Mirassolandia/S 60 6m+2sm+52a 2 blocos c e Oliveira et al.,
P i (1993a)
H. litoralle Jitaina/BA 60 6m+2sm+52a 2 c,iet presente estudo
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Figural- Exemplar de: Hoplosternum littorale (a), Locais de coleta: Mapa das bacias do
Nordeste: 1V- Bacia do rio de Contas (b) lagoa temporaria(c). Os numeros romanos
indicam as Regides de Planejamento e Gestdo de Aguas (RPGAs) da Bahia, elaborado
pelo Instituto de Gestdo de Aguas e Climas.
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Figura 2 — Caridtipos de Hoplosternum littorale com coloragao convencional (a) e banda C
(b). Em destaque o par cromossomico portador da constricdo secundaria, Ag-
RON, CMA; e sitios de DNAr 18S.
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Figura3— Metafase de Hoplosternum litoralle apés a
hibridagéo in situ com fluorescéncia (FISH), com
sondas de DNAr 18S(verde) e 5S(vermelho)
(double FISH). No Box os cromossomos com 0s
cistrons ribossémicos.

Figura 4 — Metafases de H. littorale apods tratamento com fluorocromos CMAj; e DAPI. Em
(a) cromossomos com sitios CMA3; em (b) sobreposi¢do de CMA3/DAPI.
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CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho pode evidenciar em duas espécies de Callichthyidae da regiao
Nordeste, especialmente do Estado da Bahia, caracteristicas cromossdmicas frequentemente
encontradas em outras populagdes na familia. Entretanto, também foram observados dados
peculiares e de importancia para inferéncias futuras no estudo deste grupo de peixes. De um

modo geral, pode-se destacar as seguintes consideragdes sobre o presente estudo:

1. As populagdes de Callichthys callichthys e Hoplosternum littorale apresentaram,
repectivamente, 54 e 60 cromossomos.

2. C. callichthys de ambas as localidades analisadas, apresentou um cromossomo B
completamente eucromatico semelhante ao primeiro par do complemento A,
consistindo no primeiro relato deste tipo de cromossomo para o 2n=54 na espécie.

3. As RONs em C. callichthys apresentaram-se extremamente polimorficas, com
variagdo de numero, tipo e localizagdo dos cromossomos portadores dos sitios Ag-
RONS, inclusive com detec¢do de acentuado heteromorfismo de tamanho entre
cromossomos homologos, enquanto que em H. littorale, estas regides foram simples,
heteromorficas e coincidentes com a constrigdo secunddria observadas na regido
terminal do brago curto do par 6.

4. As regides ricas em pares de bases GC também foram bastante polimorficas em C.
callichthys, onde a maioria dos sinais fluorescentes foram coincidentes com as RONSs,
sendo localizados alguns sitios CMA;" ndo relacionados as RONs. Enquanto que H.
littorale evidenciou constantemente dois pares de cromossomos acrocéntricos com
sinais GC, sendo que destes, um par apresentou marcagao terminal coincidente com
as RONs e o outro marcacao intersticial, provavelmente associada a heterocromatina.

5. Regides DAPI' observadas no centromero de alguns cromossomos de ambas as
populagdes de C. callichthys, mostrou associa¢do entre heterocromatina e regioes AT
ricas e em H. littorale o DAPI nio evidenciou marcacdes fluorescentes.

6. A técnica de hibridagdo fluorescente in situ (FISH) com sonda de DNAr 18S
confirmou os sinais Ag-RONs nas duas espécies analisadas, assim como o
heeromorfismo de tamanho em alguns cromossomos; além de evidenciar sitios de

DNAr que estavam inativos em C. callichthys.
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7. A utilizacao da sonda de DNAr 5S mostrou multiplos sinais em cromossomos distintos
dos detectados pela sonda de DNAr 18S em ambas as espécies, sendo que C.
callichhtys apresentou sitios terminais ¢ intersticiais e em H. littoralle, apenas sitios
terminais foram observados.

8. Os dados aqui apresentados, além de promover o aumento da documentacio
cariotipica para ambas espécies, vém enfatizar a diferenga existente entre elas.
Enquanto Hoplosternum littorale seguiu o padrao descrito anteriormente em outras
populagdes, mostrando uma homogeneidade cariotipica, C. callichthys apresentou
acentuado polimorfismo, sendo caracterizada como uma espécie com grande
diversidade cromossomica, o que provavelmente deva estar associado a ocorréncia de

um complexo de espécies.



