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BITENCOURT, Jamille Araujo de. “Analise citogeneética de espécies do género
hypostomus (loricariidae; hypostominae) das bacias do rio de contas e reconcavo
sul/bahia.”2010. 98 f. Dissertacdo ( Mestrado em Genética e Biologia Molecular)
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2010.

RESUMO

A fim de ampliar os dados citogenéticos da ictiofauna das bacias do Atlantico leste, analises
cromossOmicas foram realizadas em populagdes de Hypostomus aff. unae e Hypostomus cf.
wuchereri (Loricariidae, Hypostominae) de bacias costeiras da Bahia, Nordeste do Brasil.
Todos os exemplares compartilharam o numero modal de 2n=76 e uma RON simples
localizada no segundo par metacéntrico. Contudo, foram detectadas formulas cariotipicas
exclusivas de H. aff. unae para cada localidade amostrada ao longo da bacia do rio de Contas
(rios de Contas, Preto do Costa, Preto do Criciima e Oric6). Adicionalmente, as populagdes
de ambas as espécies também foram diferenciadas pela microestrutura cariotipica apos
bandamento C, coloragdo com fluorocromos ¢ digestdo com as enzimas de restricdo Alu I,
Bam HI, Hae III e Dde 1. As populagdes de H. aff. unae dos rios de Contas e Preto do Costa
apresentaram blocos heterocrométicos terminais e intersticiais ricos em pares de bases AT na
maioria dos cromossomos acrocéntricos, diferenciando-se quanto a posi¢do e pares
envolvidos. J& os espécimes da populagdo do rio Preto do Criciima apresentaram marcagdes
DAPI positivas (mais evidentes), nas regioes intersticiais, enquanto que na populagdo do rio
Oricd, os blocos heterocromaticos intersticiais e terminais foram observados corados
igualmente por CMA3 e DAPI. Apenas esta ultima populacio ndo apresentou
heterocromatina associada a regido organizadora de nucléolo, porém, todas elas apresentaram
as RONSs ricas em bases GC. Em relagao as duas populagdes de H. cf. wuchereri, diferengas
na microestrutura também foram igualmente assinaladas. A populacdo do rio Una (bacia do
Reconcavo Sul) apresentou grandes blocos heterocrométicos terminais, compostos por sitios
intercalados ricos em AT e GC, enquanto que a popula¢do do rio Mutum (bacia do rio de
Contas) apresentou regides de heterocromatina intersticiais e terminais menos evidentes, ricas
em AT. Em ambas, as RONs apresentaram-se CMA3 positivas, porém, ndo foi evidenciada
heterocromatina associada a essa regido. Os resultados obtidos com a digestdo enzimatica
revelaram grande heterogeneidade entre as populagdes das duas espécies analisadas e
permitiram a caracterizacdo de diferentes familias de DNA repetitivo, além de padrdes
especificos gerados nas regides eucromaticas. Os dados do presente trabalho demonstram que
H. aff. unae e H. cf. wuchereri apresentam uma evolugdo cariotipica divergente entre as
populagdes analisadas, caracterizando distintas unidades evolutivas.

Palavras-chave: Bacias do leste. Enzimas de restrigdo. Heterocromatina. Hypostominae.



BITENCOURT, Jamille Araujo de. “Cytogenetic analysis of the genus Hypostomus
(Locariidae, Hypostominae ) basins of the river gorge, south of accounts sul/bahia”
2010. 98 f. Dissertation ( Master’s degree in Genetics and Molecular Biology) Universidade
Estadual de Londrina, Londrina, 2010.

ABSTRACT

In order to increase the cytogenetic data of the ichthyofauna from Eastern Atlantic basins,
chromosomal analyses were carried out in populations of Hypostomus aff. unae and
Hypostomus cf. wuchereri (Loricariidae, Hypostominae) from costal basins of Babhia,
Northeastern Brazil. All specimens shared a modal number of 2n=76 and single NORs located
on the second metacentric pair. However, exclusive karyotypic formulae were detected within
each sample of H. aff. unae throughout Contas river basin (Contas, Preto do Costa, Preto do
Criciima and Orico rivers). Moreover, populations of both species were differentiated by
their karyotype microstructure after C-banding, fluorochrome staining and digestion with the
restriction enzymes Alu I, Bam HI, Hae III and Dde 1. The populations of H. aff. unae from
Contas and Preto do Costa rivers presented AT-rich terminal and interstitial heterochromatic
blocks in most of acrocentric chromosomes, being distinguishable by the block position and
pair involved. On the other hand, the specimens from Preto do Criciima River presented more
conspicuous DAPI-positive marks at the interstitial region, while the population from Oricé
River presented equally CMA3 and DAPI stained heterochromatic segments. Only the latter
population lacked heterochromatin associated with the nucleolar organizer regions, but all of
them presented GC-rich NORs. As for both the two populations of Hypostomus cf wuchereri,
microstructure differences were also observed. The population from Una River (Reconcavo
Sul basin) presented large terminal heterochromatic blocks interspersed with AT- and GC-rich
regions, whereas the samples from Mutum River (Contas river basin) showed paler AT-rich
interstitial and terminal heterochromatic regions. In both populations, the NORs were CMA3
positive but no heterochromatin was observed. The results obtained by enzymatic digestion
revealed a remarkable heterogeneity among populations of both analyzed species and allowed
the characterization of different families of repetitive DNA, besides specific patterns in the
euchromatin. The present data show that the populations of H. aff. unae and H. cf. wuchereri
present a divergent karyotypic evolution between the analyzed populations, characterizing
distinct evolutionary units.

Keywords: Eastern basins. Restriction enzymes. Heterochromatin. Hypostominae.
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1.FUNDAMENTACAO TEORICA

1.1 CARACTERIZACAO DA REGIAO HIDROGRAFICA DO ATLANTICO LESTE

A regido hidrografica do Atlantico Leste localiza-se aproximadamente entre
as coordenadas 9°40° a 19° 00’ de latitude sul e 36° 40’ a 44° 00’ de longitude oeste,
compreendendo os estados da Bahia, Minas Gerais, Espirito Santo e Sergipe. Com uma area
de 386.092 km2, equivalente a 4% do territorio brasileiro. A regido pode ser dividida como
26% de sua area dentro do Estado de Minas Gerais, 1% no estado do Espirito Santo, 69% no
estado da Bahia e 4% no Estado de Sergipe (Figura 1a) (MMA, 2006).

Essa regido encontra-se dividida em cinco principais bacias as quais sao
subdivididas em 16 unidades hidrograficas: Bacia do Rio de Contas, Itapicuru-Paraguagu
(sub-bacias: Itapicuru, Paraguagu, Reconcavo Sul ou Reconcavo 01 e Reconcavo Norte ou
Reconcavo 02), Jequitinhonha (sub-bacias: Jequitinhonha 01, 02, 03 e Pardo), Itanhém-
Mucuri (sub-bacias: Itatnas, Litoral Sul BA 01, Mucuri e Sdo Matheus) e Bacia Real —

Sergipe (sub-bacias: Litoral SE 01, Litoral SE 02 ¢ Vaza-Barris) (MMA, 2006) (Figura 1b).

1.1.1 Bacia do Rio de Contas

A bacia do rio de Contas localiza-se na regido centro-sul do estado da Bahia,
Planalto Sul-baiano e parte meridional da Chapada Diamantina, entre as coordenadas de 12°
55’ e 15° 30’ de latitude sul e 39° 00’ e 42° 35’ de longitude oeste. Faz limites ao norte com a
bacia do rio Paraguacu e com as bacias do Leste, a oeste com a bacia do rio Sao Francisco, a
leste com o Oceano Atlantico e ao sul com a bacia do rio Pardo e com o Estado de Minas
Gerais (SRHSH, 1993).

O rio de Contas ¢ o principal rio dessa bacia, com nascente na Chapada
Diamantina e desaguando no Oceano Atlantico no municipio de Itacaré. Essa bacia apresenta
trés regides com caracteristicas fisiograficas bem diferenciadas: Alto, Médio e Baixo Contas.
O Alto Contas ¢ a parte da bacia compreendida do divisor de aguas do rio Sao Francisco até,

aproximadamente, as cidades de Itanhacu e Anagé, com extensdo de 183 km, e um desnivel de
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896 km, onde predominam as caracteristicas climaticas e fisiograficas do semi-arido baiano.
Nesta regido localizam-se os principais tributarios do rio de Contas: os rios Brumado, do
Antonio e Gavido. O Médio Contas ¢ um trecho da bacia compreendido entre a cidade de
Contendas do Sincora e Jequié, onde ocorre a transicdo do clima semi-arido da caatinga para o
clima semi-imido do Baixo Contas. Nesta regido destacam-se os rios Sincord, Jacaré e
Jequiezinho, tributarios da margem esquerda do Contas bem como o grande reservatorio da
Barragem da Pedra, situado a 18 km a montante da cidade de Jequié¢ (SRHSH, 1993).

A Barragem da Pedra foi construida na década de 60 com a finalidade de
promover o abastecimento de dgua, a geragdo de energia elétrica e incremento da pesca. A
barragem compreende também os municipios de Manoel Vitorino e Maracés. Segundo Paiva
(1982), o rio de Contas tem uma area de drenagem de 38.720 km2, nas proximidades do
reservatorio.

Os diferentes mosaicos formados pelos ecdtonos no perimetro do
reservatorio estabelecem mudancas nos padrdes espaciais e temporais nas comunidades de
peixes, como a composicao taxondmica, estrutura trofica, guildas de reproducao e diversidade
que, anteriormente, eram estabelecidos pelos ciclos sazonais (PIANKA, 1974; WINEMILLER
; LESLIE, 1992). Sabe-se, ainda, que a constru¢do de represas pode promover uma
interrupcdo no fluxo génico entre populagdes de organismos aquaticos, com alteragdes
subseqiientes nas freqiiéncias de genes das espécies, alterando as propor¢des relativas dos
componentes da diversidade intra e inter-populacional (AVISE ; FELLEY, 1979;
VRIJENHOEK, 1998). Os reservatorios podem causar modificagdes no padrao de dispersao
de varias espécies de peixes migratorios (AGOSTINHO et al., 1992) e, sob determinadas
circunstancias, podem conduzir a extingdo de espécies incapazes de se adaptar a esse tipo de
mudan¢a (GODINHO ; GODINHO, 1994).

Além disso, visando aumentar a produgdo pesqueira, o antigo Departamento
Nacional de Obras Contra as Secas - BA (DNOCS) transferiu para o Reservatorio da
Barragem da Pedra, algumas espécies de outras bacias hidrograficas brasileiras, tais como
Plagioscion squamosissimus (pescada), Prochilodus costatus (curimatd) e Astronotus
ocellatus (apaiari). Outras espécies foram acidental ou intencionalmente introduzidas, como
Pygocentrus piraya, Serrasalmus brandtii (piranhas) ¢ Cichla sp. (tucunaré) e encontram-se
dispersas ao longo da bacia (BRITSKI et al., 1988). A introdugdo de espécies tem gerado
consequéncias desastrosas na ictiofauna nativa, pois introduzem patdgenos, promovem
reducdo genética e competem com espécies nativas, levando a diminuicdo da abundancia e

mesmo a extingdo (HILSDORF ; PETRERE, 2002).
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Adicionalmente a essa problematica, uma avaliagdo recente da qualidade das
aguas da bacia hidrografica do rio de Contas detectou o comprometimento de alguns locais
pela ejecdo de esgotos domésticos. O principal foco de tal contaminacdo localiza-se no
municipio de Jequié, onde foram verificados ainda niveis anormais de cloretos e solidos totais.
Outros locais também sao afetados por esgotos domésticos como os trechos de mananciais sob

a influéncia dos nucleos urbanos dos municipios de Ipiat e Ubata (CRA, 2001).

1.1.2 Sub -Bacia do Reconcavo Sul

A unidade hidrografica Reconcavo Sul drena uma area de 17.788 km2 e
situa-se aproximadamente entre as coordenadas 12° 40' a 14° 20' de latitude Sul e 38 °55' a 40°
20" de longitude Oeste, o que lhe confere caracteristicas climdticas tropicais, influenciadas
pelas areas planélticas a oeste e pela proximidade do mar a leste. Limita-se ao norte e a oeste
com a bacia do rio Paraguagu, a sul e a oeste com a bacia do Rio de Contas, e a leste com o
Oceano Atlantico. Os principais cursos hidricos que cortam as bacias do Reconcavo Sul sdo os
rios Jaguaripe, Jequiricd, Ribeira do Cupido, Rio do Brago, Una, Jequi¢, Almas, Preto e
Cachoeira Grande (MMA, 2006).

Segundo informagdes do Centro de Recursos Ambientais da Bahia (CRA,
2001), do Instituto Mineiro de Gestdo das Aguas (IGAM, 2002) e do Ministério do Meio
Ambiente (MMA, 2006), toda a regido hidrografica do Atlantico Leste encontra-se bastante
alterada por agdes antropicas. Em relacdo a Bacia do Recdncavo Sul, os problemas
relacionados a estas agdes incluem: atividades agropecuarias e extrativismo vegetal
(desmatamento, utilizagdo de agrotdxicos), atividade de mineragao (degradagdo de areas),
atividade urbana (langamento de esgotos domésticos, disposicdo inadequada de residuos
solidos) e atividade industrial (langamento de efluentes liquidos) (CRA, 2001).

Tais atividades tém causado sérios desequilibrios aos ecossistemas naturais,
especialmente o langamento de esgotos domésticos, constituindo a principal fonte de
comprometimento dos mananciais nesta bacia (MMA, 2006). Atualmente, os rios que
compdem as bacias do Reconcavo Sul recebem despejo de efluentes domésticos sem
tratamento das cidades localizadas em suas margens, apresentando assim elevados indices de

contaminagao por bactérias do grupo coliforme. Cabe mencionar, que os teores mais elevados
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de coliformes fecais foram registrados no rio Una, localizado a jusante da Companhia
Valenga/Industrial e rio Jaguaripe, localizado no centro da cidade de Nazaré¢ (CRA, 2001).

A atividade turistica também merece destaque, cuja expansdo nem sempre
vem acompanhada de procedimentos ambientais adequados, representando mais um fator de
degradagdo importante e que deve ser continuamente monitorado. Em muitos casos, o turismo
apresenta forte potencial poluidor, como ocorre no rio Una, que divide a cidade de Valenga,
hoje maior centro de turismo da Costa do Dendé (area do baixo sul, incluindo Morro de Sao
Paulo e Camamu) (MELO, 2006). Neste sentido, ¢ possivel reconhecer a existéncia de um
cenario representado por grandes pressdes antropicas, porém, contextualizados pelo seu
carater mais local.

Em relacdo a atividade pesqueira, a bacia do Reconcavo Sul apresenta uma
producdo bem abaixo de seu potencial, mesmo assim a regido ¢ a principal responsavel pelo
abastecimento de pescado de Salvador, e a carcinicultura vém ganhando importancia crescente
na producao de pescado regional. A ictiofauna encontrada na area inclui espécies de relevante
importancia comercial, tais como: robalo, tainha, linguado e algumas espécies migratérias
como o dourado (CRA, 2001).

De acordo com algumas previsdes, as taxas de extingdo em espécies
aquaticas serao cinco vezes superiores as espécies terrestres nas proximas décadas (COATES,
2004). Apesar disso, o planejamento de estratégias para conservacdo € o manejo sustentavel
da biodiversidade aquatica sdao ainda recentes (ABELL et al., 2002). Tendo em vista que a
regido hidrografica do Atlantico Leste tem sofrido grande pressdo das atividades humanas
(CRA, 2001; IGAM, 2002 ; MMA, 2006), acdes prementes na area de conhecimento e
conservacdo da diversidade de peixes ao longo da bacia do Rio de Contas sdo necessarias,
uma vez que varios ecossistemas encontram-se impactados por quase toda a sua extensao
(CRA, 2001, RAPINI et al., 2006). Tais impactos resultam numa elevada taxa de perda de
habitats e diversidade, principalmente em lugares de extrema importancia biologica e com
caréncia de informagdes como € o caso das bacias da Bahia (MMA, 2006).

De fato, apesar dos principais sistemas hidrograficos do leste do Brasil
(Paraguagu, Contas, Jequitinhonha, Doce, Paraiba do Sul, Ribeira de Iguape, Itajai e Jacui),
bem como vdarias outras pequenas drenagens adjacentes, apresentarem um alto grau de
endemismo (RIBEIRO, 2006), o conhecimento essencial, sobre os padrdes de diversidade
genética de varias espécies e populagcdes de peixes em bacias dessa regido permanecem

praticamente desconhecidos (MEDRADO et al., 2008).
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1.2 CONSIDERACOES GERAIS SOBRE A ORDEM SILURIFORMES E FAMILIA LORICARIIDAE.

Entre os Ostariophysi, os Siluriformes representam um grupo rico e
excepcionalmente diverso de peixes, classificados em terceiro lugar entre as ordens dos
vertebrados (NELSON, 2006), com 36 familias, 477 géneros e 3088 espécies e ampla
distribuicdo geografica. Os bagres, como sdo popularmente conhecidos, foram diagnosticados
primariamente como um grupo natural de agua doce, porém, a tolerancia a salinidade de
varias espécies estende-se, ou ¢ mesmo limitado, em niveis estuarinos ou oceanicos. Assim,
enquanto a maioria deles ¢ registrada em aguas interiores, a distribuicdo da ordem também
inclui as regides costeiras e ilhas proximas aos continentes (FERRARIS JR, 2007).

As espécies de peixes da ordem Siluriformes assumem desde pequeno até
grande porte, apresentando habitos sedentarios, o que contribui para a grande dificuldade
apresentada por esses peixes em superar cachoeiras e corredeiras que se interpdem as suas
raras migragdes (BRITSKI, 1981). Os Loricariidae, pertencentes a esta ordem, sdo comumente
conhecidos como cascudos e ocupam o segundo lugar em nimero de espécies entre os peixes
neotropicais (REIS et al. 2003). Eles possuem uma grande capacidade adaptativa, pois estao
presentes em habitats muito variados e distribuem-se por todo o neotropico (REIS, et al.,
2003).

De acordo com Ferraris, Jr. (2007), ja foram descritos 70 géneros e 716
espécies de Loricariidae, sendo que muitas novas espécies sao descritas todos os anos (por ex.,
JEREP et al., 2007, ZAWADSKI et al.,, 2008; SARMENTO-SOARES et al., 2009).
Armbruster (2004) divide a familia Loricariidae em seis subfamilias: Lithogeninae,
Neoplecostominae, Hypoptopomatinae, Loricariinae, Delturinaec e Hypostominae. A
subfamilia Hypostominae encontra-se subdividida em cinco tribos: Corymbophanini,
Rhinelepini, Pterygoplichtini, Ancistrini e Hypostomini (REIS et al., 2006).

O género Hypostomus, pertencente a subfamilia Hypostominae, ¢
considerado dominante nos rios brasileiros (BRITSKI, 1972) e um dos mais complexos da
ictiofauna neotropical, possuindo grande niimero de espécies com sistematica extremamente
confusa (REIS et al., 1990). Seus representantes possuem abertura bucal mais ampla e corpo
mais achatado. Assim, devido seu formato corporal, populagdes expressivas de Hypostomus
sp, estdo predominantemente associadas a riachos com boa disponibilidade de corredeiras e

boa qualidade riparia, sugerindo que atributos populacionais dessas espécies possam ser
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posteriormente incorporados a avaliacdo da integridade bidtica dos riachos da regido

neotropical (CASATTI et al.. 2005).

1.3 CITOGENETICA DA FAMILIA LORICARIIDAE COM ENFASE NA SUBFAMILIA HYPOSTOMINAE.

Diante do grande numero de espécies, os estudos citogenéticos sdo ainda
escassos em Loricariidae (ALVES, 2000; ARTONI ; BERTOLLO, 2001), ou mesmo
inexistentes (ex: subfamilia Lithogeninae). Estima-se que apenas 111 espécies de Loricariidae
j& tenham sido estudadas citogeneticamente (Tabela 1). Esses resultados indicam grande
diversidade cariotipica, com ampla variagdo no niimero diploéide de 2n=34 em Ancistrus sp. 1
e Ancistrus sp. 2 (OLIVEIRA et al., 2006) a 2n=96 em Upsilodus sp. (KAVALCO et al.,
2005). Esta diversidade sugere a ocorréncia de varios rearranjos Robertsonianos e inversdes
conduzindo a uma evolucao cariotipica divergente (ARTONI ; BERTOLLO, 2001).

Além da diversidade numérica, verifica-se grande variabilidade estrutural
em Loricariidae. Rearranjos estruturais, com formulas cariotipicas diferenciadas, podem ser
encontrados mesmo entre membros de uma mesma espécie, como observado em Rineloricaria
latirostris por Giuliano-Caetano (1998).

Em Hypostominae, apenas doze géneros: Hypostomus, Liposarcus,
Rhinelepsis, Pogonopoma, Ptrygoplichthys, Megalancistrus, Glyptoperichthys,
Corymbophanes, Panaque, Ancistrus, Baryancistrus e Hemiancistrus possuem informagdes
citogenéticas, sendo Hypostomus o que apresenta o maior niimero de espécies ja cariotipadas
(KAVALCO et al., 2005). Ate o presente momento, o numero diploide nessa subfamilia varia
de 2n=34 para Ancistrus sp. (OLIVEIRA et al., 2009) a 2n=84 em Hypostomus sp 2-Rio
Perdido NUP 4249 (CEREALL et. al. 2008). Os dados disponiveis para estes géneros indicam
que rearranjos Robertsonianos e inversdes pericéntricas atuaram no processo de diversificacao
cariotipica da subfamilia (KALVACO, 2003). Entretanto, é possivel que essa diversidade
cromossomica seja também reflexo de uma possivel origem polifilética dos Hypostominae,
como indicado em estudos de filogenia morfologica por Schaefer (1987) (KAVALCO et al.,
2005).

A presenga de 54 cromossomos parece ser uma caracteristica ancestral em
Loricariidae (ARTONI ; BERTOLLO, 2001), podendo ser observada em todos os
Neoplecostominae (ALVES, 2000; ALVES et al., 2005; KAVALCO et al.,, 2005), em
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algumas espécies de Loricariinac (FENOCCHIO et al., 1993; SCAVONE ; JULIO Jr., 1994) ¢
Hypostominae (ALVES, et al., 2005; MURAMOTO et al., 1968; ARTONI ; BERTOLLO,
2001) e varios Hypoptomatinae (CAMILO, 2004, FERREIRA et al., 2005; ANDREATA,
1991; ANDREATA et al., 1992; 1994; 2006), sendo as duas Gltimas consideradas basais na
familia (ARMBRUSTER, 2004).

Os representantes do género Hypostomus apresentam uma série de
peculiaridades cromossomicas e sdo, sem duvida, de grande interesse para a citogenética de
peixes. Aproximadamente 30 espécies de Hypostomus foram estudadas até o momento e os
numeros dipldides variam de 2n=52 (ARTONI; BERTOLLO, 2001) a 2n=84 (CEREALI et
al., 2008) (Tabela 1), com uma maior freqiiéncia de 2n=76. E possivel que a estrutura
cromossdmica com menor nimero dipldide seja a mais ancestral dentro de Hypostomus,
enquanto 2n mais elevados sejam tipicamente derivados. Dessa forma, as fissdes céntricas
surgem como um provavel processo de importancia evolugdo cariotipica deste grupo
(ARTONI ;BERTOLLO, 2001).

O numero de espécies cariotipadas ¢ relativamente baixo quando comparado
a diversidade biologica de Loricariidae, representando apenas cerca de 15% das espécies
descritas. Até o momento, ha poucos relatos de cromossomos sexuais nestes peixes, como os
cromossomos heteromorficos do tipo XX/XY ou ZZ/ZW ocorrem em espécies de subfamilias
diferentes, como Hypostominae, Hypoptopomatinae e Loricariinae (ARTONI; BERTOLLO,
2001), além da ocorréncia de sistemas de cromossomos sexuais multiplos do tipo
7.2,7,7,/7,Z,W1W;, em Ancistrus sp. 3 e XX/XY;Y, em Ancistrus sp. 8, subfamilia
Hypostominae (OLIVEIRA et al., 2006) ¢ um sistema tipo XX/XY;Y, em H. carvalhoi,
Loricarinae (CENTOFANTE et al., 2006). No género Hypostomus, dois tipos de sistema de
cromossomos sexuais foram observados, ZZ/ZW para Hypostomus sp G (ARTONI, 1996) e
um provavel sistema XX/XY para H. macrops (MICHELE et al., 1977).
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Espécie Localidade 2n  Férmula B Crom. Referéncia
sexuais
Cromossémica
HYPOPTOPOMATINAE
Corumbataia
C. cuestae Ribeirdo Lapa (SP) 54 28m+20sm+6st —— e 17
C. cuestae Rio Alambari, 54 34m+20sm — - 24
Botucatu (SP)
C. tocantinensis Rio Vermelho, Goias 54 28m+26sm T — 24
(GO)
Hisonotus
H. depressicauda citado Rio Santo Inacio (SP) 54 14m+28sm+2st+10a  ----  ----mm- 8
como Microlepdogaster
depressicauda
H. gibbosos Rio Betari (SP) 58 e e 9
H. leucofrenatus Ribeirdo do Cavalo, 54 22m+24sm+6st+2a  ---  --em- 10
Jaragua do Sul (SC)
H. leucofrenatus, citado Rio Marumbi (PR) 54-56 22m+26sm+4st+2a  0-2 ZZ/ZW 7
como Microlepdogaster M)
leucofrenatus
22m+25sm+5st+2a
(F)
H. leucofrenatus, citado Rio Pogo Grande (SP) 54-56 24m+26sm+4st (M) 0-2 ZZ/ZW 7
como Microlepdogaster
leucofrenatus 24m+25sm+5st (F)
H. nigricauda Rio Guaiba, Eldorado 54  26m+20sm+8st — - 10
do Sul (RS)
Hisonotus sp citado como  Ribeirdo Jacutinga 54 e - - 8
Microlepdogaster sp. (SP)
Hisonotus sp citado como  Ribeirdo Quinta (SP) 54  —-memmemmmmmmeeeeee ——— e 8
Microlepdogaster sp.
Hisonotus sp. A Rio Paraitinga, 54 26m+26sm+2st —— e 10
Salesopolis (SP)
Hisonotus sp. D Ribeirdo Grande, 54  26m+26sm+2st - - 10
Pindamonhangaba
(SP)
Hypoptopoma
H. guentheri Rio Pirai, Poconé 54 10m+18sm+8st+18a  ---  -—----- 24

Microlepdogaster

(MT)
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Microlepdogaster sp. A Rio Alambari (SP) 54 30m+20sm+4st — - 8

Microlepdogaster sp. B Ribeirdo Moia (SP) 54 22m+28sm+4st e 8

Espécie Localidade 2n Formula B Crom_. Referéncia

sexuals
Cromossémica

Otocinclus

O. affinis Rio Bigua (SP) 54 46m+8sm - - 8

O. affinis Rio Bonito (RJ) 54 40m+12sm+2st — - 8

O. aff. vestitus Rio Livramento (PA) 72 22m+12sm+4st+34a ---  ------- 8

O. flexilis Santo Antonio da 54 36m+18sm - - 24
Patrulha, (RS)

O. vittatus Rio Cuiaba, Santo 54 12m+10sm+14st+18 ---  -—----—- 24
Antdnio do Leverger a
(MT)

O. vittatus Rio Taquari, Coxim 54 36m+18sm — - 24
(MS)

Otothyris

O. juquiae Rio Preto, Itanhaém 54 32m+10sm+12st - 24
(SP)

O. travassosi Rio Ribeira da Terra 54 26m+16sm+12st e 24
Firme, Canavieiras
(BA)

Parotocinclus

P. maculicauda Rio Pogo Grande 54 20m+32sm+2st — - 8
(SP)

Schizolecis

S. guentheri Ribeirao Parati- 54 30m+18sm+6a - 24
Mirim, Parati (RJ)

S. guentheri Ribeirdo Sitio do 54 30m+18sm+6a e 24
Meio, Mongagua
(SP)

S. guentheri Ribeirdo Descoberto, 54 30m+18sm+6a - - 24
Guaratuba (PR)

S. guentheri Ribeirao Garuva, 54 30m+18sm+6a - 24
Garuva (SC)

Pseudotocinclus

Pseudotocinclus n.sp. Rio Juquia, Juquitiba 54 22m+24sm+8st - 24
(SP)

P. maculicauda Rio Pogo Grande 54 20m+32sm+2st — - 5

(SP)
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P. tietensis Piracicaba (SP) 54 28m+20sm+6st. (F) --- XX/XY 6
27m+21sm+6st. (M)
Pseudotothiris
Pseudotothiris obtusa Rio Itanhaém (SP) 54 26m+18sm+4sttb6a ---  ---eem- 8
HYPOSTOMINAE
Espécie Localidade 2n Foérmula B Crom. Referéncia
Cromossémica sexuai
S
Tribo ancistrini
Ancistrus
A. cuiabae Baia do Arrombado, 34 20m+8sm-+6st e —— 42
Mato Grosso (MT) 19m+8sm+6st+1a
18m+8sm+6st+2a
A. cf. dubius Bacia do Rio 44 18m+10sm+16st/a  --- 772/Z 29
Paraguai (MT) W
A. cf. dubius Rio Coxipo, Chapada 42 24m+10sm+8st e 30
dos Guimaraes (MT)
A. cf. dubius Riacho Fundo, 42 24m+10sm+8st - XX/X 30
Poconé; Y
Riacho Pari, Cuiab4;
Riacho Flacha,
Céceres (MT)
A. multispinnis Rio Itapocu (SC) 52 28m/sm+24st/a e 2
A. ranunculus Rio Xingu (PA) 48 20m+8sm+6st+14a  --- 77/7 34
M) W
19m+9sm+6st14a.
(F)
Ancistrus sp. Rio Parana (PR) 48 18m+14sm+12st+4a ---  ----—-- 11
Ancistrus sp. Rio Itapocu (SC) 52 28m/sm+ 24st/a - e 1
Ancistrus sp. Rio Iguagu (PR) 48 18m+14sm+12st+4a - —-—--—- 28
Ancistrus n. sp. Rio Betari (SP) 52 32m/sm+20st/a - e 2
Ancistrus n. sp. Rio Sdo Francisco 38 30m/sm+8st — - 2
(AC)
Ancistrus n sp. 1, Rio Vermelho, Goias 39 33m+6sm.(M) - XX/X
Velho (GO) 40 34m+6sm.(F) 0 4
Ancistrus n sp. 2 Rio Guaruva (SC) 52 10m+16sm+12st+1 = ---  —-—-me- 4
4a
Ancistrus sp. 2 Rio Itapocu (SC) 52 28m/SM+24st/a .- e 1
Ancistrus sp. 2 Lago Cataldo (AM) 34 21m+9sm+4st.(M)  --- XX/X 33
22m+8sm+4st.(F) Y
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Ancistrus sp. 3 Rio Igarapé, Sdo 38 30m/SM+8st/a - e 1
Francisco (AC) -
Ancistrus sp. 3 Rio Demeni (AM) 52 12m+12sm+2st+26a  --- 72,2,Z, 33
M) Z,/
11m+11sm+3st+27a 7,7,
(F) W, W,
Ancistrus sp. 6 Lago Aiapua (AM) 52 14m+10sm+2st+26a --- 77/Z 33
M) Y
14m+11sm+2st+25a
(F)
Ancistrus sp. 7 Igarapé Dimona 52 16m+8sm+2st+26a  ---  ---—-—- 33
(AM)
Ancistrus sp. 8 Igarapé Barretinho 39 27m+10sm+2st.(M) - XX/X 33
(AM) 38 26m+10sm+2st.(F) Y Y,
Espécie Localidade 2n Formula B Crom. Referéncia
Cromossémica sexuais
Ancistrus sp. mocoari Rio Branco (RR) 46 18m+11sm+6st+lla. (M) --- XX/XY 43
18m+12sm+6st+10a.(F)
Ancistrus sp. purus Rio Purus (AM) 34 20m+12sm+2st.(F) - XX/XY 43
21m+11sm+2st.(M)
Ancistrus sp. trombetas  Rio Trombetas (PA) 38 22m+8sm+5st+3a - - 43
Ancistrus sp. vermelho  Rio Demeni (AM) 42 26m+6sm+4st+6a - - 43
Baryancistrus
B. aff. niveatus Rio Xingu (PA) 52 16m+32sm+4st —- - 40
Hemiancistrus
Hemiancistrus sp. Rio Araguaia (MT) 52 20m+20sm+12st/a - - 16
H. spilomma Rio Araguaia (MT) 52 25m+21sm+6st. (M) -—  ZZ/ZW 33
24m+22sm+6st. (F)
H spinosissimus Rio Araguaia (MT) 52 26m+22sm+4st - - 33
Megalancistrus
M. aculeatus Rio Parana (PR) 52 26m+26sm —m - 11
M. aculeatus Rio Iguagu (PR) 52 26m+26sm —- - 28
Panaque
P. cf. nigrolineatus Rio Araguaia (MT) 52 26m+20sm+6st - - 16
Tribo Corymbophanini
Corymbophanes
Corymbophanes n. sp. ~ Rio Chopotd, 54 20m+20sm+14st - e 3

Desterro de Melo
MG)
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Hypostomus

H. affinis Ribeirao Jacui (SP) 66 14m+14sm+12st+26a  ---  -—-—--- 27

H. ancistroides Afluentes do Rio 68 16m+18sm+34st/a e 12
Tibagi

H. ancistroides =~ --—-—---mmem- 68 10m+26sm+32st/a — - 36

H. ancistroides Rio Mogi-Guagu (SP) 68 16m+18sm+34st/a — e 12

H. ancistroides Rio Araqua, 68 18m+10sm+12st+28a  -—-  ————-- 4
Botucatu (SP)

Espécie Localidade 2n Formula B Crom. Referéncia

Cromossémica sexuais
H. ancistroides ~  --—-m-mmeeemee- 68 10m+27sm+31st/a (M) --- XX/XY 31
10m+28sm+30st/a (F)

H. albopunctatus Rio Mogi-Guagu (SP) 74 10m+20sm+44st/ a —— - 12

H. albopunctatus Rio Piracicaba (SP) 74 10m+20sm+44st/ a - 17

H. aff. auroguttatus ~ Rio Mogi-Guagu (SP) 76 8m+30sm+38st/a — e 12

H. emarginatus Rio Araguaia (MT) 52 16m+30sm+6st/a — e 16

H. goyazensis Rio Vermelho, Goias 72 10m+16sm+10st+36a  ---  ----mm- 4
Velho (GO)

H.macrops = —mememmemeee 68 10m+14sm+44st/a —m e 31

H. nigromaculatus Ribeirdo trés Bocase 76 6m+20sm+50st/a - - 37
dos Apertados (PR)

H. nigromaculatus Rio 76 8m+20sm+48st/a - 37
Mogi-Guagu (SP)

H.paulinus ~  —emememeeeee 74 10m+20sm+44st/a — - 31

H. paulinus Ribeirdo Trés Bocas 76 6m+16sm+54st/a — - 36

H. plecostomus ~  —-memememeeeee- 54 24m/sm+12st+18a - - 32

H. regani Rio Mogi-Guagu (SP) 72 10m+20sm+42st/a — - 12

H. regani Rio Araqua, 72 12m+18sm+26st+16a  ---  —--—--- 4
Botucatu (SP)

H. regani Ribeirdo do Jacutinga 72 10m+18sm+44st/a - - 36
(PR)

H. regani Rio Piumhi, Sdo 72 8m+16sm+20st+28a e — 41
francisco (MG)

Hypostomus sp 2-Rio  Rio Perdido (MS) 84 6m + 16sm + 62st/a - - 19

Perdido NUP 4249

Hypostomus sp 3- Ribeirdo Salobrinha 8283  6m+12sm+64st/a -2 e 19

Ribeirdo Salobrinha  (MS) 84 6m + 12sm + 65st/a

NUP 4247 6m+12sm+66st/a

Hypostomus sp.1 Rio Paranapanema 64 - —.m - 22
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(SP)
Hypostomus sp.1? Ribeirdo dos Patos 76 6m+8sm+16st+46a —m - 41
(MG)

Espécie Localidade 2n Formula B Crom. Referénc

Cromossémica sexuais _ia
Hypostomus sp.1b Ribeirdo das Araras (MG) 76 6m+8sm+16st+46a ---  -—-m--- 41
Hypostomus sp.2 Ribeirdo das Araras (MG) 74 10m+6sm+16st+42a --- - 41
Hypostomus sp.2 Ribeirdo Jacutinga (SP) 68 e - - 22
Hypostomus sp.2 Ribeirdo Alambari (SP) Y S —— S 22
Hypostomus sp. 3 Ribeirdo Quinta (SP) 72 e - - 22
Hypostomus sp. 3 Ribeirdo Edgardia (SP) [ - e 22
Hypostomus sp. 3 Rio Paranapanema (SP) e - - 22
Hypostomus sp. 4 Ribeirdo Hortela (SP) 76 e - - 22
Hypostomus sp. 4 Rio Paranapanema (SP) 76 e - - 22
Hypostomus sp. A Rio Rincao (SP) 70 18m+14sm+38st/a - = ----—-- 12
Hypostomus sp. B Rio Mogi-Guacu (SP) 72 12m+18sm+42st/a - = ----—-- 12
Hypostomus sp. B Rio Mogi-Guagu (SP) 72 13m+18sm+41st/a - ----—-- 14
Hypostomus sp. C Rio Mogi-Guagu (SP) 72 10m+18sm+44st/a - ----—-- 12
Hypostomus sp. D1 Rio Mogi-Guagu (SP) 72 10m+26sm+36st/a  ---  ----—-- 12
Hypostomus sp. D2 Rio Mogi-Guagu (SP) 72 14m+20sm+38st/a  --- = ----—-- 12
Hypostomus sp. E Rio Mogi-Guagu (SP) 80 8m+16sm+56st/a .- - 12
Hypostomus sp. F Rio Sao Francisco (MG) 76 10m+16sm+50st/a ~ --- - 11
Hypostomus sp. F Rio Sao Francisco (MG) 75 10m+17sm+48st/a - ------- 14
Hypostomus sp. G Rio Araguaia (MT) 64 14m+24sm+26st/a.  --- Z7Z/ZW 13

™)

15m+24sm+25st/a.

(F)
H. strigaticeps Ribeirao trés Bocas, Rio 72 10m+16sm+46st/a -  ----—-- 36

Jacutinga e Rio Taquari (PR)

H. strigaticeps Rio Mogi-Guagu (SP) 74 8m+4sm+62st/a — e 31
Liposarcus
L. anisitsi Rio Preto (SP) 52 16m,+24sm,+8st,+4 --—- = -—--—- 15

a
L. anisitsi Rio Piracicaba (SP) 52 16m+28sm+6st+2a  ---  ------- 17
L. anisitsi Rio Tieté, Botucatu (SP) 52 28m+12sm+8st+da  ---  --—mm- 4
Espécie Localidade 2n Formula B Crom. Referéncia

Cromossémica sexuai
S

L. anisitsi Rio Miranda, Corumba 52 8m+14sm+14st+1 -  —oeee- 4
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(MS) 6a
L. multiradiatus Rio Orinoco, 52 22m+18sm+12st ~ -—-  —emeeee 4
Bolivar,Venezuela
Pogonopoma
P. wertheimeri Rio Mucuri (BA) 54 20m+30sm+4st — e 16
Tribo Pterygoplichthini
Glyptoperichthys
G. gibbiceps Rio Orinoco, 52 20m+24sm+8st — e 4
Bolivar,Venezuela
Pterygoplichthys
P. multiradiatus Rio Solim&es (AM) 52 e —_— e 20
P. joselimaianus Bacia do ri Araguaia (MT) 52 28m+16sm+8st/a - = --—-—e- 33
Tribo Rhinelepini
Rhinelepsis
R. aspera Rio Parana (PR) 54 20m+26sm+8st e 16
LORICARIINAE
Harttia
H. carvalhoi Bacia do rio Paraiba do Sul 52 18m+18sm+8st+8a --- XX/X 18
(SP) 53 17m+18sm+8st+8a Y.Y,
H. kronei Rio Betari (SP) 58 42m/sm+16st/a — - 1
H. loricariformis Ribeirdo grande (SP) 52 32m/sm+20st/a - e 1
H. loricariformis Rio Paraitinga (SP) 56 16m+22sm+10st+ - - 27
8a
Loricaria
Loricaria sp. Rio Guaiba (RS) 66 2m+2sm+62a — e 1
Loricaria sp. Rio Solimdes (AM) 62 e — e 20
Loricaria sp. Rio Parané (PR) 64-69 10m+6sm+dst+dda 1-5 ——oem- 38
L.macrodon = -emeemeeeee- 58 18m+2sm+38st/a  -—- = - 31
L.parva - 48 - — - 35
L. prolixa Rio Parana (PR) 62 20m+4sm+38a — e 38
Loricariichthys
L. platymetopon Rio Parana (PR) 54 6m+20sm+4st+24a --- 77/Z 39
w
Espécie Localidade 2n Formula B Crom. Referéncia
Cromossémica sexuais
Loricariichthys sp. Rio Parana (ARG) 54 6m+26sm+4st+18a  ---  —-mme- 23
Sturisoma
S. cf. nigrirostrum Rio Araguaia (MT) 74 20m+18sm+36st/a  --- = ----me- 16
Rineloricaria
R. kronei Ribeirdo Cavalo (SP) 64 6m/sm+58st/a — e 1
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R. kronei Rio Itapocu 64 6m/sm+58st/a - e 1
R. cf. latirostris Rio Piumhi , rio Sdo 62 14m/SM+34st/a e — 41
Francisco (MG)
R. latirostris Rio Passa Cinco (SP) 44 12m+4sm+28a - - 25
44 10m+4sm+30a
44 13m+2sm+29a
44 13m+4sm+27a
44 13m+1sm+30a
44 10m+4sm+30a
44 10m+3sm+31a
R. latirostris Rio Passa Cinco (SP) 46 10m+3sm+33a — e 25
R. latirostris Rio Mogi-Guagu (SP) 36 24m/sm+12st/a e 25
37 23m/sm+14st/a
38 22m/sm+16st/a
39 21m/sm+18st/a
40 20m/sm+20st/a
R. latirostris Ribeirdo Trés Bocas (SP) 43 17m/sm+26st/a — e 25
44 16m/sm+28st/a
46 14m/sm+32st/a
47 13m/sm+34st/a
48 12m/sm+36st/a
R. latirostris Rio Passa Cinco (SP) 44 16m/sm+28st/a e 25
45 15m/sm+30st/a
46 14m/sm+32st/a
47 13m/sm+34st/a
R. latirostris Ribeirdo do Maringa (PR) 46 14m/sm+30st/a —— e 21
R. pentamaculata Coérrego Taua e Corrego 56 8m/sm+48st/a — e 21
Tatupeba (PR)
R. pentamaculata Coérrego Taua (PR) 56259 ----mmemmemeeee- 0-3 - 21
R. pentamaculata Ribeirdo Keller (PR), 56 8m/sm+48st/a — e 21
corrego
R. pentamaculata Ribeirdo Keller (PR) 56 8m/sm+48st/a — - 25,26
Rineloricaria sp. Rio Betari (SP) 70 2m/sm+68st/a — e 1
NEOPLECOSTOMINAE
Pareiorhaphis
Espécie Localidade 2n Foérmula B Crom. Referéncia
Cromossémica sexuais
Pareiorhaphis Rio Marumbi, Morretes 54 20m+30sm+4st —_— e 3

splendens citado

como

(PR)
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Hemipsilichthys
splendens
Pareiorhaphis
splendens citado
como
Hemipsilichthys
splendens
Pareiorhaphis sp.
citado como
Hemipsilichthys n.
sp.

Pareiorhaphis
steindachneri
citado como H.
steindachneri
Pareiorhaphis
vestigipinnis
citado como
Hemipsilichthys
vestigipinnis
Isbrueckerichthys

1. alipionis

I. duseni

Kronichthys
K. heylandi

K. lacerta

K. subteres

Neoplecostomus

N. microps

N. microps

N. microps

N. paranensis

Rio Sdo Jodo, Garuva

(SC)

Rio dos Patos, Lapa
(PR)

Ribeirdo Cavalo,

Jaragua do Sul, (SC)

Rio Caveiras, Painel

(SO

Rio Betari, Iporanga
(SP)
Rio Betari, Iporanga

(SP)

Rio Betari, Iporanga
(SP)

Rio Marumbi, Morretes
(PR)

Rio Betari, Iporanga

(SP)

Ribeirdo Grande,
Pindamonhangaba (SP)
Ribeirdo Grande,
Cidade Campos do
Jordao (SP)

Rio Paraitinga (SP)
Ribeirdo Hortela,

54

54

54

54

54

54

54

54

54

54

54

54
54

20m+30sm+4st

20m+20sm+14st

20m+20sm+14st

20m+20sm+14st

38m/sm+16st/a

20m+20sm+14st

50m/sm+4st/a

20m+20sm+14st

20m+20sm+14st

42m/sm+12st/a

42m/sm+12st/a

24m+20sm+10st
36m/sm+18st/a

1,3

27
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Botucatu (SP)

N. paranensis Ribeirdo Sapateiro, 54 20m+20sm+14st e 3
Barbacena (MG)

Pareiorhina

P. rudolphi Ribeirdo Grande (SP) 54 48m/sm+6st/a — e 1

Espécie Localidade 2n Formula B Crom. Referéncia

Cromossémica sexuais

P. rudolphi Corrego Convento, 54 26m+16sm+12st == —---e- 3
Pindamonhangaba (SP)

DELTURINAE

Upsilodus

Upsilodus sp. Rio Paraitinga (SP) 96 16m+8sm+72a e 27

1- Alves, 2000; 2- Alves et al., 2003; 3- Alves et al., 2005; 4- Alves et al., 2006; 5- Andreata, 1991; 6-
Andreata et al., 1992; 7- Andreata et al., 1993; 8- Andreata et al., 1994; 9- Andreata et al., 2000; 10-
Andreata et al., 2006; 11- Artoni, 1996; 12- Artoni & Bertollo, 1996; 13- Artoni et al., 1998; 14-
Artoni & Bertollo, 1999; 15- Artoni et al., 1999; 16- Artoni & Bertollo, 2001; 17- Camilo, 2004; 18-
Centofante et al, 2006; 19- Cereali et al., 2008; 20- Della-Rosa et al., 1980; 21- Errero-Porto, 2007;
22- Fenerich & Oliveira, 2004; 23- Fenocchio et al., 1993; 24- Ferreira et al., 2005; 25- Giuliano-
Caetano, 1998; 26- Giuliano-Caetano et al , 1999; 27- Kavalco et al., 2005; 28- Lara, 1998; 29-
Mariotto et al., 2004; 30- Mariotto & Miyazawa, 2006; 31- Michelle et al., 1977; 32- Muramoto et
al., 1968; 33- Oliveira et al., 2006; 34- Oliveira et al., 2007; 35- Post, 1965; 36- Rubert, 2007; 37-
Rubert et al., 2008; 38- Scavone & Julio Jr., 1994; 39- Scavone & Julio Jr., 1995; 40- Souza et al.,
2004; 41- Mendes-Neto, 2006; 42-Marioto et al., 2009; 43- Oliveira et al. 2009

A andlise da variabilidade cariotipica pode ser complementada pela
localizacdo das regides organizadoras de nucléolos (RONs). Apesar dos loricarideos
mostrarem fendtipos variados de RONs, uma tendéncia para a manutencdo da condicao
plesiomorfica € observada, ou seja, um unico par de RONs situado na posi¢ao terminal dos
cromossomos (OLIVEIRA ;GOSZTONYI, 2000). Esta caracteristica ¢ encontrada em
Hypostominae, Hypoptopomatinae (ARTONI, 1996) e Loricariinae (KAVALCO et al., 2005).
Nos Hypostomus, as regides organizadoras de nucléolo coradas com nitrato de Prata também
apresentam fenotipos variados. Apesar das espécies desse género apresentarem uma maior
freqiiéncia de RONs multiplas e um freqiiente polimorfismo de tamanho dessas regides entre
cromossomos homologos, também se verifica a presenca de espécies com um Unico par de
RONs (ARTONI; BERTOLLO, 1999). Contudo, a localizagdo exata desses cistrons
ribossomicos utilizando hibridac¢do fluorescente in situ (FISH) com sondas de DNAr 18S ou
458 ¢é conhecida para poucas espécies da familia, como H. affinis (KAVALCO et al., 2004) e
Corumbataia cuestae (CAMILO, 2004).
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As analises de heterocromatina sdo ainda escassas entre os Siluriformes,
apesar da sua distribuicdo e composicao serem importantes para a compreensao da evolucao
cariotipica do grupo. Em Loricariidae, grande quantidade de heterocromatina, principalmente
na regido intersticial, ¢ considerada uma condigdo basal como constatado em Upsilodus sp.
que apresentou blocos heterocromaticos abundantes (KAVALCO et al. 2005). Ja para a
subfamilia Hypostominae, dois padrdes gerais de distribui¢do da heterocromatina foram
propostos. O primeiro grupo apresenta menos heterocromatina, localizada na regido
telomérica e/ou centromérica, associada a espécies com pequeno nimero diploide; o segundo
grupo apresenta grandes segmentos intersticiais de heterocromatina em varios cromossomos
acrocéntricos, associado as espécies com elevado numero dipldide, revelando uma relacao
entre o nimero diploéide dos cromossomos e a heterocromatina na regido terminal e proxima
aos centromeros (ARTONI; BERTOLLO, 2001).

Em Loricariidae, regides ricas em GC sdo descritas em Hypostomus (ARTONI
et al., 1998, ARTONI; BERTOLLO, 1999; KAVALCO et al., 2004) e Rineloricaria
(GIULIANO-CAETANO, 1998), entre outros. No geral, os Hypostomus apresentam as RONs
ricas em GC, coradas positivamente com CMA3 ¢ negativamente com DAPI (RUBERT et al.,
2008; CEREALI et al., 2008), seguindo o padrdo comum aos peixes. Por outro lado, regides ricas
em AT raramente sdo descritas em teledsteos, embora sejam encontradas faixas fluorescentes com
coloracdo DAPI em algumas espécies de Hypostomus estudadas por Artoni e Bertollo (1999).
Sendo assim, as variagdes cromossdmicas morfologicas e numéricas entre os Hypostomus sdo
muito freqiientes. Por isso, os estudos citogenéticos mostram-se promissores, ndo sO entre
diferentes espécies, mas também entre populagdes de uma dada espécie, a fim de elucidar

possiveis mecanismos evolutivos que possam estar ocorrendo nesse grupo (DIAS; MORELLI,

2005). 31
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar citogeneticamente quatro populagdes de Hypostomus aff. unae
(Steindachner, 1878) da bacia do rio de Contas/BA e duas populagdes de Hypostomus cf.

wuchereri (Giinther, 1864) das bacias do rio de Contas ¢ Reconcavo Sul/BA.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Estabelecer o numero dipldide e formula cariotipica das espécies coletadas;

Caracterizar as regides organizadoras de nucléolos.

Determinar o padrao de distribui¢do e diferencas na composi¢ao de bases da heterocromatina
utilizando as enzimas de restri¢ao;

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

Comparar os dados obtidos com os de outras espécies analisadas da familia, inferindo sobre as

tendéncias evolutivas do género Hypostomus.



33

3 MATERIAL E LOCAL DE COLETA

Foram analisados 46 exemplares de Hypostomus aff. unae (Siluriformes,
Loricariidae), sendo 10 (3 machos, 2 fémeas e 5 imaturos) do canal principal da bacia do rio
de Contas (13051°51” S e 40004°54” W), 10 (6 machos, 1 fémeas e 3 imaturos) do rio Preto
do Costa (13°45°84” S € 39°56°47” W), 15 (9 machos e 6 imaturos) do rio Oricé (14°08°03” S
e 39°21°30” W), e 11 (4 machos, 4 fémeas e 3 imaturos) do rio preto do Cricitima (13° 55'45"
S ¢ 39° 57'57" W) (Figuras 03a, b, ¢, d e Figura 5). Da espécie Hypostomus cf. wuchereri
foram analisados 16 espécimes, sendo 11 (7 machos e 5 imaturos) do rio Mutum na bacia do
rio de Contas (13 °43° 18> Se 39 °51’° 20”” W) e 6 exemplares (1 macho e 5 imaturos) do rio
Una, bacia do Reconcavo Sul (13°21'55" S e 39°04'35" W) (Figuras 04 ¢ 05).

Figural— A) Mapa representando a divisdo hidrografica nacional. B) Mapa da regido
hidrografica do Atlantico Leste e suas principais bacias. Fonte: Conselho Nacional de
Recursos Hidricos- CNRH, Agéncia Nacional de Aguas- ANA, (2003) ¢ Ministério do
Meio Ambiente — MMA, (2006).



Figura 2 — Exemplares das populagdes de Hypostomus aff. unae: rio de

Contas(A), rio Preto do Costa (B), rio Oricoé (C) e rio Preto do
Criciuma (D).

Figura 3 — Exemplar de Hypostomus cf. wuchereri.
Fonte: Prof. Dr. Claudio Zawadski (UEM)
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Figura 4 — Locais de coleta. A) Mapa das bacias do Nordeste: IV- Bacia do rio de
Contas; V-Bacia do Reconcavo Sul. B) a- rio Una. C) a- rio de Contas, b-
rio Preto do Costa, c- rio Orico, d- rio Preto do Criciima ¢ e- rio Mutum.

34
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ARTIGO A

CARACTERIZACAO DA BIODIVERSIDADE DE Hypostomus aff. unae
(SILURIFORMES, LORICARIIDAE) NA BACIA DO RIO DE CONTAS.
EVIDENCIAS CROMOSSOMICAS POPULACIONAIS.

* Este artigo sera submetido a publicagdo na revista Neotropical Icthiology
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RESUMO

Foram analisadas citogeneticamente quatro populagdes de Hypostomus aff. unae
(Loricariidae, Hypostominae) ao longo da bacia do rio de Contas (Nordeste do Brasil). Todas
as populagdes compartilharam o mesmo nimero dipléide e RONs simples localizadas na
regido terminal do segundo par metacéntrico. Porém, quatro férmulas cariotipicas foram
estabelecidos para cada localidade amostrada: 12m+16sm+48st/a, 12m+20sm+44st/a,
10m+14sm+52st/a, 10m+20sm+46st/a. Os sitios de DNAr, detectados pela FISH
confirmaram os resultados obtidos pela impregnagdo com nitrato de prata. Os dados de
bandamento C e coloracdo com fluorocromos revelaram diferencas interpopulacionais
acentuadas. As populacdes dos rios de Contas e Preto do Costa apresentaram 17 pares com
blocos heterocromaticos terminais e intersticiais conspicuos, ricos em pares de bases AT,
além de heterocromatina associada as RONs. Contudo, essas marcac¢des diferiram quanto a
posicdo e par cromossomico envolvido. J& a populagdo do rio Preto do Criciuma apresentou 8
pares com heterocromatina apenas nas regides intersticiais, ricos em pares de bases AT e
também intercalada a regido organizadora de nucléolo. A populagdo do rio Orico apresentou
6 pares com bandas C intersticiais e terminais evidentes, coradas igualmente pelo CMA3 e
DAPI, sem marcagdes associadas as RONs. Todas as populagdes apresentaram o par
organizador nucleolar rico em bases GC. Os dados obtidos foram resolutivos para evidenciar
a evolugdo cariotipica em Hypostomus aff. unae e demonstrar diferengas existentes entre as
quatro populagdes analisadas, podendo representar importantes marcadores citotaxonomicos
para essa espécie.

Palavras-chave: Citogenética animal. Loacarideo. Genética animal. Peixe. Heterocramatina.

INTRODUCAO

De acordo com inventario recente, a ictiofauna neotropical de agua doce ¢é
extremamente rica, compreendendo cerca de 4475 espécies validas, mais 1550 espécies nao
descritas, devendo abranger mais de 6025 espécies (Reis et al., 2003). Esta imensa

variabilidade tem sido objeto de estudos citogenéticos e evolutivos, os quais tém se
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intensificado nos ultimos trinta anos com um importante impacto no conhecimento e
conservagao da biodiversidade de peixes neotropicais (Almeida-Toledo, 2006).

A familia Loricariidae estd entre o0s grupos mais especiosos e
taxonomicamente complexos de teledsteos (Nelson, 2006). Ela encontra-se dividida em seis
subfamilias: Lithogeninae, Neoplecostominae, Hypoptopomatinae, Loricariinae, Delturinae e
Hypostominae, sendo a ultima subdividida em cinco tribos: Corymbophanini, Rhinelepini,
Pterygoplichtini, Ancistrini e Hypostomini (Reis, 2006). De acordo com Ferraris Jr (2007),
esta familia compreende cerca de 710 espécies conhecidas, distribuidas em 96 géneros, com
varias novas espécies descritas todos os anos (Jerep et al., 2007; Zawadski et al., 2008;
Sarmento-Soares et al., 2009). Dentre eles, o género Hypostomus esta entre os mais
abundantes da ictiofauna neotropical, com estimativas de aproximadamente 130 espécies
(Zawadski et al., 2008) e taxonomia extremamente confusa (Reis et al., 1990). Contudo,
estudos citogenéticos na familia s3o ainda escassos, visto que apenas cerca de 15% das
espécies apresentam alguma informacao.

Embora reduzidos, esses dados ja demonstram grande diversidade
cariotipica entre as espécies de Loricariidae, com ampla variagdo numérica de 2n=34 em
Ancistrus sp. (Oliveira et al., 2009) a 2n=96 cromossomos em Upsilodus sp. (Kavalco et al.,
2005). Esta diversidade sugere a ocorréncia de vdarios rearranjos cromossomicos,
principalmente fissdes céntricas e inversdes pericéntricas, conduzindo a uma evolucio
cariotipica divergente dentro do grupo (Artoni & Bertollo, 2001). Tais resultados corroboram
também a aplicabilidade da citogenética na analise de populagdes e espécies de peixes
neotropicais, fornecendo informagdes valiosas para a compreensao das relagdes entre grupos,
identificacdo de espécies cripticas e complexos de espécies, detec¢do de polimorfismos
populacionais e inferéncias evolutivas (Oliveira et al., 2009). Comparando-se os dados
disponiveis entre as regides do Brasil, os registros citogenéticos sdo ainda incipientes em
populagdes naturais de bacias no nordeste brasileiro, as quais apresentam uma ictiofauna ainda
pouco conhecida e alto grau de endemismo (Ribeiro, 2006), reforcando a necessidade de
intencificar os estudos nessa regido. Por essas razdes, o presente trabalho visa caracterizar
citogeneticamente populagdes de Hypostomus aff. unae da bacia costeira do rio de Contas,
Bahia, fornecendo informacgdes inéditas sobre a biodiversidade da ictiofauna regional e

tendéncias sobre a evolugdo cromossdmica no género Hypostomus.
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MATERIAL E METODOS

Foram coletados e analisados 46 exemplares de Hypostomus aff. unae, sendo
10 (3 machos, 2 fémeas e 5 imaturos) do canal principal da bacia do rio de Contas ( 13051°51”
S e 40004°54” W), 10 (6 machos, 1 fémeas e 3 imaturos) do rio Preto do Costa (13°45°84” S e
39°56°47” W), 15 (9 machos e 6 imaturos) do rio Orico (14°08°03” S € 39°21°30” W), e 11 (4
machos, 4 fémeas e 3 imaturos) do rio Preto do Criciima (13° 55'45" S ¢ 39° 57'57" W). Essas
populagdes serdao doravante identificadas por A (rio de Contas), B (rio Preto do Costa), C (rio
Oricd) e D (rio Preto do Criciima). Exemplares testemunhos foram identificados pelo Dr.
Claudio Zawadski (UEM) e depositados na colecdo ictiolégica da Universidade Estadual de
Maringé (UEM — NUPELIA), PR, Brasil.

Os cromossomos mitoticos foram obtidos de acordo com a metodologia
descrita por Bertollo et al. (1978). A estimulagdo mitdtica foi realizada por inje¢ao prévia de
solugdo de fermento biologico, segundo Lee e Elder (1980) ou solu¢ao composta por Munolan
(antigeno bacteriano e fungico) e agua (1 comprimido: 0,5 ml de 4gua), de acordo com Molina
(2001). Os cromossomos foram classificados em: metacéntricos (m), submetacéntricos (sm),
subtelocéntricos (st) e acrocéntricos (a), como comumente utilizado em peixes (Bertollo et al.,
1983; Morelli et al., 1983; Portela et al., 1988, entre outros). As regides organizadoras de
nucléolos foram detectadas pela impregnagdo por nitrato de prata - AgRONs (Howell &
Black, 1980) e hibridacdo fluorescente in situ (FISH), de acordo com Heslop-Harrison et al.,
(1991), com modificacdes de Cuadrado & Jouve (1994), utilizando a sonda de DNAr 18S
obtida a partir do DNA gendémico de Prochilodus argenteus (Prochilodontidae) (Hatanaka &
Galetti Jr., 2004). O padrao de distribui¢ao da heterocromatina foi determinado a partir do
bandamento C (Sumner, 1972). Os sitios cromossomicos ricos em pares de bases GC e AT
foram evidenciados por fluorocromos cromomicina A3 e DAPI, respectivamente (Schweizer,

1980) com modificagdes.

RESULTADOS

Os exemplares de H. aff. unae apresentaram o niimero modal 2n=76 em
todas as populacdes. Porém, diferencas inter-populacionais foram assinaladas, com
estabelecimento de quatro formulas cariotipicas: 12m+16sm+48st/a (NF= 104) para os 27

espécimes da populagao A, 12m+20sm+44st/a (NF=108) para os espécimes da populagdao B,
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10m+14sm+52st/a (NF=100) para os espécimes da populacdo C e 10m+20sm+46st/a (NF=
106) para os espécimes da populagdo D (Figura 1a, b, c e d).

Constri¢des secundarias localizadas na por¢do terminal do segundo par de
cromossomos  metacéntricos foram  freqlientemente  visualizadas, apresentando-se
heteromorficas em todos os individuos e coincidentes com as regides organizadoras de
nucléolo, caracterizando assim um sistema de RONs simples (Figura la, b, ¢ e d, em
detalhe). Os sitios ativos de DNAr, detectados pela impregnagdo por nitrato de prata, foram
confirmados pela FISH. Assim como as constricdes secundarias e as RONs ativas, o tamanho
dos cistrons ribossomais também mostrou-se usualmente heteromorfico entre os homdélogos
por FISH (Figura 1a, b, c e d, em detalhe).

Em relagcdo a heterocromatina, as quatro populacdes amostradas
apresentaram além de bandas C positivas centroméricas, bandas conspicuas intersticiais e/ou
terminais em diversos pares de cromossomos acrocéntricos (Figura 2). Entretanto ocorrem
algumas especificidades em relacao a distribuicdo das bandas heterocromaticas entre as quatro
populagdes. Assim, a populacdo A se diferencia por apresentar marca¢des bem mais evidentes
NnoS Cromossomos, assim como por um numero maior de cromossomos com blocos
heteromorficos (pares 18, 21 e 37), enquanto que a populagdo B evidenciou apenas um par
cromossomico bem evidente com esta caracteristica (par 22) (Figura 2a e b, detalhe).

Por sua vez, as populagdes C e D ndo apresentam cromossomos com blocos
heterocromaticos heteromorficos. Contudo, enquanto que a populacdo D mostra segmentos
heterocromaticos associados com as RONs, bem como as populagdes A e B, esta caracteristica
encontra-se ausente na populagdo C (Figura 2c e d).

A coloragdo com os fluorocromos base-especificos demonstrou, em todos as
populacdes, um unico par de cromossomos com marcagdes CMA3 positivas e DAPI negativas
coincidentes com as RONSs, caracterizando-as como ricas em bases GC (Figura 1 em detalhe
e Figura 3). Entretanto, varios sitios ricos em AT, DAPI positivos, foram evidenciados entre
as populacdes, ocupando principalmente regides intersticiais e terminais de cromossomos
acrocéntricos (Figura 4).

A partir dos métodos citogenéticos empregados, nenhuma evidéncia de

cromossomos sexuais heteromorficos foi observada na espécie H. aff. unae foi indicada.
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DISCUSSAO

Viérios rearranjos Robertsonianos e inversdes pericentricas conduziram a
uma evolugdo cariotipica divergente na familia Loricariidae (Artoni & Bertollo, 2001), o que
pode ser observado pelos distintos niimeros dipldides e formulas cariotipicas descritos em
espécies dessa familia. Tal diversidade pode ser particularmente observada em Hypostominae,
cujo género Hypostomus apresenta nimeros diploides variando de 2n=52 em H. emarginatus
(Artoni & Bertollo, 2001), a 2n=84, em Hypostomus sp 2-Rio Perdido NUP 4249 (Cereali et
al., 2008).

Até o momento, apenas cerca de 30 espécies das 117 ja descritas para o
género possuem informagdes citogenéticas (Tabela 1). Destas, 30% apresentam 2n=76, 26%
com 2n=72, 13% com 2n=74 e 10% com 2n=68, sendo que os demais numeros diploides (52,
54, 64, 70, 80, 82 e 84) estdo distribuidos entre os 21% restantes destas espécies. Dessa forma

os numeros 76 e 72 representam, até agora, as condi¢des mais frequentes no género.

Tabela 1 — Dados citogenéticos compilados para espécies do género Hypostomus.

Espécie Localidade 2n Férmula B Crom. Ref.
Cromossémica Sexuais
Hypostomus
H. affinis Ribeirdo Jacui (SP) 66 14m+14sm+12st+26a - - 10
H. ancistroides Afluentes do Rio Tibagi 68 16m+18sm+34st/a e 3
(PR)
H. ancistroides ~ -----—---me—- 68 10m+26sm+32st/a - e 13
H. ancistroides Rio Mogi-Guagu (SP) 68 16m+18sm+34st/a e 3
H. ancistroides Rio Araqua, 68 18m+10sm+12st+28a  ---  —memee 1
Botucatu (SP)
H. ancistroides ~ —----—meemeeen 68 10m+27sm+31st/a XX/Xy 11
M)
10m+28sm+30st/a
(F)
H. albopunctatus Rio Mogi-Guagu (SP) 74 10m+20sm+44st/ a — e 3
H. albopunctatus Rio Piracicaba (SP) 74 10m+20sm+44st/ a — e 7
H. aff. auroguttatus ~ Rio Mogi-Guagu (SP) 76 8m+30sm+38st/a —— - 3
H. emarginatus Rio Araguaia (MT) 52 16m+30sm+6st/a R 6
H. goyazensis Rio Vermelho, Goias 72 10m+16sm+10st+36a  --- - 1
Velho (GO)

H. macrops = —mememeeeeeeee 68 10m+14sm+44st/a - e 11
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Espécie Localidade 2n Formula B Crom. Ref.
Cromossémica Sexuais

H. paulinus e 74 10m+20sm+44st/a T 11

H. paulinus Ribeirdo Trés Bocas 76 6m+16sm+54st/a — - 13

H. plecostomus ~ ------eme - 54 24m/sm+12st+18a — - 12

H. regani Rio Mogi-Guagu (SP) 72 10m+20sm+42st/a — - 3

H. regani Rio Araqua, 72 12m+18sm+26st+16a  --- - 1
Botucatu (SP)

H. regani Ribeirdo do Jacutinga 72 10m+18sm+44st/a — - 13
(PR)

H. regani Rio Piumhi, Sdo 72 8m+16sm+20st+28a — 15
francisco (MG)

H. strigaticeps Ribeirdo trés Bocas, Rio 72 10m+16sm+46st/a — - 13
Jacutinga e Rio Taquari
(PR)

H. strigaticeps Rio Mogi-Guagu (SP) 74 8m+4sm+62st/a — e 11

Hypostomus sp 3- Ribeirdo Salobrinha 82 6m+12sm+64st/a -2 - 8

Ribeirdo Salobrinha  (MS) 83 6m + 12sm + 65st/a

NUP 4247 84 6m+12sm+66st/a

Hypostomus sp 2- Rio Perdido (MS) 84 6m + 16sm + 62st/a T 8

Rio Perdido NUP

4249

Hypostomus sp.1 Rio Paranapanema (SP) 64 ------memmememeeee — - 9

Hypostomus sp.la Ribeirdo dos Patos 76 6m+8sm+16st+46a —— - 15
MG)

Hypostomus sp.1b Ribeirdo das Araras 76 6m+8sm+16st+46a e 15
MG)

Hypostomus sp.2 Ribeirdo das Araras 74 10m+6sm+16st+42a e 15
MG)

Hypostomus sp.2 Ribeirdo Jacutinga (SP) 68 ——--memmmmemmeeeee T 9

Hypostomus sp.2 Ribeirdo Alambari (SP) 68 ——-emememmemeeee e 9

Hypostomus sp. 3 Ribeirdo Quinta (SP) 72 e — - 9

Hypostomus sp. 3 Ribeirdo Edgardia (SP) A —— - 9

Hypostomus sp. 3 Rio Paranapanema (SP) 72 —---mmememeeeeeee- — - 9

Hypostomus sp. 4 Ribeirdo Horteld (SP) 76 e — - 9

Hypostomus sp. 4 Rio Paranapanema (SP) 76 =~ ------mmmmemememee- T 9

Hypostomus sp. A Rio Rincéo (SP) 70 18m+14sm+38st/a e 3

Hypostomus sp. B Rio Mogi-Guagu (SP) 72 12m+18sm+42st/a — - 3

Hypostomus sp. B Rio Mogi-Guagu (SP) 72 13m+18sm+41st/a - s 5

Hypostomus sp. C Rio Mogi-Guacu (SP) 72 10m+18sm+44st/a e 3

Hypnstomus sp. D1~ Rio Mogi-Guagu (SP) 72 10m+26sm+36st/a — - 3

Espécie Localidade 2n Formula B Crom. Ref.

Cromossémica Sexuais
Hypostomus sp. D2~ Rio Mogi-Guagu (SP) 72 14m+20sm+38st/a T 3



Hypostomus sp. E Rio Mogi-Guagu (SP) 80 8m+16sm+56st/a e 3
Hypostomus sp. F Rio Sdo Francisco (MG) 76 10m+16sm+50st/a e 2
Hypostomus sp. F Rio Sao Francisco (MG) 75 10m+17sm+48st/a —— - 5
Hypostomus sp. G Rio Araguaia (MT) 64 14m+24sm+26st/a. - ZZIZW 4
M)
15m+24sm+25st/a. (F)
H. nigromaculatus Ribeirdo trés Bocas e 76 6m+20sm+50st/a T 14
Ribeirdo dos apertados
(PR)
H. nigromaculatus Rio 76 8m+20sm+48st/a T 14
Mogi-Guagu (SP)
H. aff. unae Rio de Contas (BA) 76 12m+16sm+48st/a - s 16
H. aff. unae Rio Preto do Costa (BA) 76 12m+20sm+44st/a e 16
H. aff. unae Rio Orico (BA) 76 10m+14sm+52st/a e 16
H. aff. unae Rio Preto do Criciuma 76 10m+20sm+46st/a e 16
(BA)
H. cf. wuchereri Rio Una (BA) 76 10m+18sm+48st/a — - 17
. cf. wuchereri Rio Mutum (BA) 76 10m+18sm+48st/a — e 17

1-

Alves et al. (2006), 2- Artoni (1996), 3- Artoni & Bertollo (1996), 4- Artoni et al. (1998), 5- Artoni &
Bertollo (1999), 6- Artoni & Bertollo (2001), 7- Camilo (2004), 8- Cereali et al. (2008), 9- Fenerich &
Oliveira (2004), 10- Kavalco et al. (2005), 11- Michelle et al. (1977), 12- Muramoto et al. (1968), 13-
Rubert (2007), 14- Rubert et al. (2008), 15- Mendes-Neto. (2008), 16- Presente estudo, 17-

Bitencourt, 2010.

A partir de comparacdes com grupos basais relacionados, a presenca de
2n=54 pode corresponder a uma caracteristica plesiomorfica em Loricariidae (Artoni &
Bertollo, 2001). Embora essa condicdo seja compartilhada por varias subfamilias de
Loricariidae, ela estd presente em apenas em algumas espécies de Hypostominae (Alves, et
al., 2005; Muramoto et al.,1968; Artoni & Bertollo, 2001), e somente em H. plecostomus
(Muramoto et al., 1968) no género Hypostomus (Tabela 1).

Adicionalmente, a correlagdo entre um maior nimero de cromossomos
metacéntricos e submetacéntricos em algumas espécies com menor numero dipldide, e um
maior nimero de cromossomos subtelo-acrocéntricos em algumas espécies com elevado
numero dipléide, evidenciam o provavel papel dos rearranjos Robertsonianos, do tipo fissdes
centricas, na evolugdo cariotipica dos Loricariidae (Artoni & Bertollo, 2001). Assim, por
exemplo, na tribo Ancistrini, Ancistrus sp. trombetas apresenta 2n=34 e férmula cariotipica
22m+ 8sm + 3st+3a (Oliveira et al., 2009) enquanto na subfamilia Delturinae, Upsilodus sp.
apresenta 2n=96 ¢ possui 16m + 8sm + 72a (Kavalco et al., 2005).

Com base nessas consideracdes, os dados citogenéticos ora obtidos sugerem

que H. aff. unae apresentam um caridtipo também derivado, reforcando a hipotese do papel
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das fissdes centricas na historia carioevolutiva do género (Artoni & Bertollo, 2001: Kavalco et
al., 2005). Entretanto, é evidente que outros tipode rearranjos cromossomicos também
contribuiram para a evolucdo cariotipica dos Hypostomus. Assim, mesmo mantendo um
mesmo numero diplode (2n=76), as diferentes formulas cariotipicas observadas entre as
quatro populacdes amostradas sugerem que inversdes pericentricas provavelmente atuaram na

diferenciagdo cromossdmica entre estas populagoes.

De fato, variacdes de formulas cariotipicas tem sido também observadas
entre populagdes de H. ancistroides, H. regani (Artoni & Bertollo, 1996; Alves et al., 2006;
Rubert, 2007), H. nigromaculatus (Rubert et. al., 2008). E evidente que néo se pode decartar
um certo grau de influéncia técnica na determinacdo das diferentes férmulas cariotipicas,
decorrentes do tamanho reduzido dos cromossomos, do grau de condensa¢do da cromatina e,
consequentemente, da identificacdo das diferentes classes de cromossomos presentes no
cariotipos. Entretanto, o agrupamento dos cromossomos em apenas duas classes, ou seja
m/sm e st/a, minimiza em parte essa problematica, destacando assim as diferengas mais reais

entre as popula¢des como pode ser observado na Tabela 2.

Tabela2 - Formulas cariotipicas das populagdes de Hypostomus aff. unae
agrupadas nas classes m/sm e st/a.

Populacoes Formulas cariotipicas
A 28m/sm + 48st/a
B 32m/sm + 44st/a
C 24m/sm+52st/a
D 30m/sm +46st/a

Além do numero diploide conservado, as quatro populacdes se caracterizam
por RONs simples, presentes na regido terminal do brago longo do segundo par de
cromossomos metacéntricos (Figura la, b, ¢ e d, detalhe). Mantendo assim a possivel

condig¢do plesiomorfica proposta para a familia Loricariidae (Artoni, 1996).
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Contudo, o tamanho das RONs mostrou-se usualmente heteromorfico entre
os homologos em todas as populacdes, sendo mais evidente na populagdo D. Situagdes
polimdrficas, envolvendo diferengas no tamanho das RONs entre cromossomos homdlogos
sdo freqiientes entre espécies de peixes que apresentam RONs simples (Foresti et al., 1981),
possivelmente resultantes de duplicagdes/delegdes, decorrentes de crossing over desigual e
trocas entre as cromatides irmds (Affonso et al., 2002), podendo ainda apresentar carater
hereditario.

A hibridagao in situ fluorescente utilizando sonda de DNAr 18S confirmou
nao so a localizagdo dos genes ribossomais como também o heteromorfismo de tamanho entre
as RONs homologas, demonstrando que tal diferenca ¢ de fato estrutural ¢ ndo meramente
transcricional como poderia supor-se a partir das marca¢cdes Ag-RONs (Figura 1a, b, c e d
em detalhe).

A co-localizagdo de sitios de RONs e de heterocromatina é comumente
evidenciada entre os Hypostomus, como verificado nas populagdes A, B ¢ D, em H.
nigromaculatus (Rubert et al., 2008), H strigaticeps (Rubert, 2007), ¢ bem como em outros
grupos de peixes (Artoni & Bertollo, 2001). Entretanto, ¢ importante salientar que esse tipo de
relagdo nem sempre se faz presente, a exemplo de Upsilodus sp., Neoplecostomus microps
(Kavalco et al., 2005) e da populagdo C de H. aff. unae do presente trabalho. Por outro lado,
tais populagdes apresentaram as RONs ricas em GC, conforme evidenciado pelos sinais
positivos ap6s a coloragdo com o fluorocromo Cromomicina A3.

A presenca de uma grande quantidade de blocos heterocromaticos,
principalmente na regido intersticial dos cromossomos, parece ser uma condi¢ao ancestral nos
Loricariidae, visto que tal caracteristica ¢ freqlientemente observada nessa familia e em
Callichthyidae (Kavalco et al., 2004), ambas filogeneticamente relacionadas (Reis, 1998).
Segundo Artoni & Bertollo (2001), dois padrdes gerais de distribuicdo da heterocromatina
podem ser destacados na subfamilia Hypostominae: o primeiro cracterizado por uma menor
heterocromatina, localizada preferencialmente na regido terminal e/ou centromérica, associado
a espécies com menor numero diploide; o segundo caracterizado por grandes segmentos
intersticiais em varios cromossomos acrocéntricos, associado a espécies com maior nimero
dipléide. Aparentemente, as populagdes de H. aff unae, embora apresentando um numero
diploide relativamente alto (2n=76), ndo se encaixam estritamente no segundo padrio,
conforme teoricamente ¢ esperado, evidenciando uma maior complexidade no tocante a

distribui¢@o da heterocromatina nos Hypostomus.
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Em geral, os exemplares aqui estudados, além de apresentarem blocos
heterocromaticos mais conspicuos situados na regido terminal e ocupando boa parte de
cromossomos acrocéntricos, também exibiram um padrdo de distribui¢do equilocal da
heterocromatina intersticial, isto €, segmentos heterocromaticos situados em uma posi¢ao
equidistante em varios cromossomos acrocéntricos, parecendo estar em conformidade com o
modelo de ditribuicdo proposto por Schweizer e Loidl (1987). Essa parece ser uma
caracteristica comum na familia Loricariidae (Kavalco et al. 2004).

As diferengas na localizacdo das bandas C entre as populagdes podem ser
explicadas por inversdes paracéntricas ou transposi¢des, visto que a presenga de blocos
heterocromaticos terminais € mais comum no género Hypostomus. A partir dai ¢ possivel que
estes blocos tenham sido amplificados e/ou acumulados por trocas desiguais evoluindo
independentemente, ndo descartando a possibilidade de que os citétipos tenham se originados
a partir de tais amplificagdes. Por outro lado, a ocorréncia de blocos heterocromaticos
heteromorficos como observado nas populacdes A (pares 18, 21 e 37) e B (par 22), pode ser
explicada por crossing over desigual, como proposto para outras espécies de peixes
(Mantovani et al., 2000).

A presenca de sitios cromossomicos DAPI positivos, ricos em AT, € rara em
peixes, sendo detectadas apenas em algumas espécies de Hypostomus (Artoni & Bertollo,
1999). Entretanto esses sitios foram frequentemente evidenciados entre as populagdes A, C e
D (Figura 4a, c e d). Ja a populagdo B apresentou varios sitios corados igualmente por CMA
e DAPI indicando que os trechos ricos em GC e AT estejam intercalados, mas visualizados
como um sinal unico e sobreposto em fun¢do da resolug¢do da técnica (Figura 3b e 04b).
Representando mais uma caracteristica diferencial entre as populacdes.

Ainda, a localizagdo dos blocos ricos em AT em regides equivalentes de
distintos pares cromossomicos sugere que eles tenham uma origem comum e foram
distribuidos por modelos de dispersdo de heterocromatina para sitios equilocais em um
determinado grupo de cromossomos (Schweizer & Loidl, 1987). Hipdteses similares tém sido
propostas para explicar padrdes preferenciais de distribuicdo de heterocromatina em algumas
espécies de peixes com caridtipos derivados (Affonso & Galetti, 2005).

As variagdes macro € microestruturais observadas nas populacdes de H. aff.
unae estudadas no presente trabalho podem estar correlacionadas aos padroes de distribuicao e
comportamento das espécies de Hypostomus. Os habitos sedentarios apresentados pelos
siluriformes contribuem para a grande dificuldade apresentada por esses peixes em superar

cachoeiras e corredeiras que se interpdem as suas raras migragoes (Britski, 1981). Devido a
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essa capacidade de deslocamento relativamente baixa, o endemismo ¢ facilitado (Castro,
1999), o que poderia levar a fixacao de rearranjos por deriva genética ou mesmo por selegao
natural, caso tenham algum valor adaptativo, levando a diferenciacdo interpopulacional.

Os dados ora obtidos mostram a eficacia da andlise da localiza¢do e da
composi¢ao dos blocos heterocromaticos na identificagdo de polimorfismos cromossomicos e
caracterizacdo de espécies. Todavia, apesar da sua importincia para o entendimento da
evolucdo cariotipica, estudos sobre heterocromatina ainda sdo escassos entre Siluriformes,
assim como em muitas espécies da ictiofauna neotropical, sobretudo de bacias isoladas do
leste do Brasil. Neste sentido, o presente estudo representa o primeiro registro entre os

loricarridae das bacias exclusivas do Nordeste brasileiro.

Nossos dados evidenciam que Hypostomus aff. unae apresenta uma
evolucdo cariotipica divergente entre as populagdes analisadas, caracterizando distintas

unidades evolutivas.
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Figura 1 — Cariotipos das popula¢des de Hypostomus aff. unae. (A) rio de Contas, (B) Preto do Costa,
(C) Orico e (D) Preto do Cricitima. Em destaque o par portador das RONs apos
tratamento com nitrato de Prata, bandamento C, coloracdo com CMA3 e FISH com sonda

de DNAr 18S. Observar em C a ndo ocorréncia de heterocromatina associada as RONSs.
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Figura 2 — Cariétipos de Hypostomus aff. unae ap6s bandamento C. (A) Populagdo do rio das Contas,
(B) Populagéo do rio Preto do Costa, (C) Populagdo do rio Orico e (D) Populagido do rio
Preto do Criciuma. Em destaque os cromossomos com sitios heteromorficos em A e B.



Figura 3 —

Metafases de Hypostomus aff, unae das populagdes do rio das Contas (A), Preto do
Costa (B), Orico (C) e Preto do Cricitma (D) apoés coloragdo com CMA 3. Os
asteriscos indicam os pares cromossomicos portadores das RONs e as setas
evidenciam os sitios positivos, ricos em pares de base GC na populacao do rio Preto
do Costa.
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Figura 4 — Metafases de Hypostomus aff. unae das populagdes do rio de Contas (A), Preto do
Costa (B), Orico (C) e Preto do Criciima (D) apds coloragdo com DAPI,
evidenciando diversos cromossomos portadores de sitios positivos, ricos em pares
de bases AT. Os asteriscos indicam os pares portadores das RONS.
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RESUMO

Andlises citogenéticas usando bandamento C e digestdo cromossOmica com diversas
endonucleases de restricdo foram realizadas em quatro populacdes (A, B, C e D) de
Hypostomus aff unae (Loricariidae, Hypostominae) da Bacia do rio de Contas (BA), nordeste
do Brasil. Todas as populagdes apresentam 2n=76, RONs simples no segundo par de
cromossomos metacéntricos, porém, férmulas cariotipicas exclusivas para cada uma delas. As
populagdes A e B apresentaram blocos heterocromaticos terminais e intersticiais conspicuos
na maioria dos cromossomos acrocéntricos, € equivalente as RONs, com diferengas referentes
a posi¢do e ao par envolvido. Ja a populagdo D apresentou marcagdes mais evidentes nas
regides intersticiais ¢ também intercaladas a regido organizadora de nucléolo, enquanto que
blocos heterocromaticos intersticiais e terminais, ndo coincidentes com as RONs, foram
observados na populagdo C. Os dados obtidos a partir da digestdo com as enzimas Alu I, Bam
HI, Hae III e Dde I, revelaram grande heterogeneidade nas fragdes de heterocromatina,
permitindo a identificagdo de diferentes familias de DNA repetitivo nas populagdes, além de
padrdes especificos gerados nas regides eucromadticas. A andlise com enzimas de restricao
mostrou ser altamente informativa, revelando diferencas populacionais e particularidades na
composi¢do do genoma em H. aff. unae.

Palavras-chave: Citogenética animal. Loacarideo. Genética animal. Peixe. Heterocramatina.
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INTRODUCAO

As endonucleases de restricdo (ER) s@o uma ferramenta poderosa no estudo
da organiza¢do do DNA (Lima-de-Faria et al., 1980). Essas enzimas bacterianas reconhecem ¢
clivam seqiiéncias alvo na dupla fita de DNA, gerando um padrdo de bandas cromossdmicas
altamente especifico para cada uma delas (Lloyd & Thorgaard, 1988). A remog¢ao de
fragmentos de DNA torna possivel o estudo de areas especificas dos cromossomos, no que diz
respeito a sua estrutura ¢ a composicdo de bases (Lorite et al., 1999; Sanchez et al., 1990,
1991; Lozano et al. 1991; Bianchi et al., 1985, entre outros). Devido a essa caracteristica, o
bandamento obtido com as ER representam um método sensivel de analise da heterocromatina
(Pieczarka et al. 1996), podendo revelar maior grau de heterogeneidade e melhores analises
comparativas do que o tradicional bandamento C.

Apesar da aplicagdo de enzimas de restri¢do ter sido amplamente utilizada
na analise cromossOomica de uma variedade de espécies animais (Miller et al., 1976; Kaelbling
et al., 1984; Lima-de-Faria et al., 1980; Bianchi et al., 1985; Marchi & Mezzanotte, 1988;
Marchi & Mezzanotte, 1990; Juan et al. 1990; Pieczarka et al. 1996; entre outros), poucos
estudos de diferencia¢do da heterocromatina utilizando ER em cromossomos de peixes estao
disponiveis, sendo restritos a certos grupos como Characidae (Kantek, et al., 2007; Maistro, et
al., 1999), Prochilodontidae (Maistro et al. 2000), Pimelodidae (Swarca, et al., 2005;
Carvalho & Dias, 2005), Salmonidae (Lloyd & Thorgaard, 1988; Sanchez et al., 1990, 1991,
Lozano et al., 1991; Albuin et al., 1994), Muraenidae (Cau et al., 1988) e Scophthalmidae
(Bouza et al., 1994).

No género Hypostomus, a heterocromatina mostra-se associada a
cromossomos heteromorficos (Cereali et al., 2008; Kavalco, et al., 2004; 2005) ¢ sexuais
(Artoni et al., 1998), bem como a casos de polimorfismo (Rubert, et al., 2008).
Adicionalmente, as espécies de Hypostomus ainda apresentam variabilidade na natureza e
distribuicdo de heterocromatina (Artoni & Bertollo, 1999). Contudo, os dados referentes a tal
heterogeneidade foram obtidos através do emprego de bandamento C e fluorocromos, sendo a
utilizagdo da digestdo enzimadtica, ainda inexistente no género e até mesmo na familia
Loricariidae.

O presente trabalho teve por objetivo analisar comparativamente
cromossomos metafasicos de Hypostomus aff. unae, pelo bandamento C e enzimas de
restricdo, caracterizando a distribui¢do e natureza da heterocromatina entre distintas

populagdes desta espécie.



67

MATERIAL E METODOS

Foram coletados e analisados 46 exemplares de Hypostomus aff. unae, de
quatro populacdes distintas, sendo 10 (3 machos, 2 fémeas e 5 imaturos) do canal principal da
bacia do rio de Contas ( 13051°51” S e 40004°54” W), 10 (6 machos, 1 fémeas e 3 imaturos)
do rio Preto do Costa (13°45°84” S e 39°56°47” W), 15 (9 machos e 6 imaturos) do rio Oricod
(14°08°03” S e 39°21°30” W), e 11 (4 machos, 4 fémeas e 3 imaturos) do rio Preto do
Criciima (13° 55'45" S e 39° 57'57" W). Exemplares testemunhos foram identificados por Dr.
Claudio Zawadski (UEM) e depositados na cole¢do ictiolégica do NUPELIA — UEM,
Maringé, PR, Brasil. Essas quatro populagdes passaram a ser identificadas respectivamente
por A, B,CeD.

A obtengdo de cromossomos mitdticos seguiu a metodologia descrita por
Bertollo et al. (1978). A estimula¢do mitdtica foi realizada por injegdo prévia de solucdo de
fermento biolégico, segundo Lee e Elder (1980) ou solugdo composta por Munolan (antigeno
bacteriano e fungico) e agua (1 comprimido: 0,5 ml de 4gua), de acordo com Molina (2001).
Os cromossomos foram classificados em: metacéntricos (m), submetacéntricos (sm),
subtelocéntricos (st) e acrocéntricos (a), como comumente utilizado em peixes (Bertollo et al.,
1983; Morelli et al., 1983; Portela et al., 1988, entre outros).

A detecgdo das regides de heterocromatina C positivas foi realizada de
acordo com Sumner (1972), com modificagdes. A digestdo in situ por endonucleases de
restricdo foi realizada de acordo com Mezzanotte et al. (1983), com modifica¢des. Foram
adicionados 30 pl da solu¢do de cada enzima utilizada (suspensa em tampao apropriado e
H20 destilada), nas preparagdes cromossomicas. Seguindo-se a incubagdo das laminas em
camara umida a 37 °C por tempos e concentracdes que variavam de acordo com a atividade de

cada enzima (Tabela 1).
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Tabela 1 — Relagdo das enzimas de restri¢do (ER) utilizadas nas prepara¢des cromossdmicas
de Hypostomus aff. unae, com as respectivos sitios de corte, concentracdes e

tempos de incubag@o em que se obtiveram os melhores resultados.

Endonucleases de Sitio de corte Concentracio Tempo de
restriciio incubacio
Alul (5-AG [ CT-3") 0.4 U/l 4h
Bam HI (5'-G | GATCC-3") 05U 15h
Hae 111 (5°-GG | CC-37) 6 U/ ul 14h
Dde 1 (5-C | TNAG-3") 20/l 4h

Apos a incubagdo, as laminas foram lavadas com 4gua destilada e coradas

com Giemsa 5% em tampao fosfato (pH 6,8) por 8 minutos.

RESULTADOS

Os espécimes das quatro populacdes apresentam um numero modal de
2n=76 cromossomos. Porém, distintos padroes de distribuicdo da heterocromatina foram
evidenciados pelo bandamento C. Apesar das populagdes A e B apresentarem 17 pares com
marcagdes conspicuas em regides terminais e intersticiais de cromossomos acrocéntricos,
além de heterocromatina centromérica e associada as RONSs, elas diferiram quanto a posi¢ao e
ao par envolvido (Figura 1 e 02). Blocos heterocromaticos heteromorficos foram também
evidenciados em ambas as populagdes. Além do par portador das RONSs, os pares 18, 21 e 37
nos espécimes da populagdo A e o par 22 nos espécimes da populacdo B apresentaram
diferencas de tamanho entre os homologos.

A populagdo C apresentou 6 pares com marcagdes intersticiais e terminais,
ndo coincidentes com as RONs (Figura 3), enquanto a populagdo D apresentou 8 pares de
cromossomos marcados em sua maioria nas regides intersticiais de cromossomos
acrocéntricos e também coincidentes com a regido organizadora de nucléolo (Figura 4).

Os tratamentos com ER permitiram evidenciar diferenciagdes
interpopulacionais a partir dos padrdes obitidos em diferentes regides cromossdmicas,

sobretudo na heterocromatina (Tabela 2).
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Cinco tipos de heterocromatina portadoras de diferentes familias de DNA
foram identificadas na populagdo A: (a) a heterocromatina dos pares cromossomos 2, 17, 21,
30, da por¢do centromérica da heterocromatina dos pares 1, 3, e 35, e da regido terminal do
par 29 forma digeridas por todas as enzimas; (b) os pares cromossomicos 16, 18 e 25 ndo
apresentam nenhuma das seqiiéncias; (c) os pares 7, 22, 23, 32 e apenas a heterocromatina
terminal dos pares 1, 3 ¢ 35 forma digeridas pela Alu I, Bam HI e Dde I; (d) o par 28 ¢ a
porcao superior do bloco heterocromatico do par 29 foram digeridas pela Hae III, Bam HI e
Dde I; (e) e o par 37 foi digerida pela Alu I (Figura 1).

As familias de DNA repetitivo detectadas na populacdo B foram separadas
em seis grupos: (a) a heterocromatina dos pares 2, 5, 10, 11, 16, 17, 28, 29 e 34 foram
digeridas por todas as enzimas; (b) os pares cromossomicos 18, 22 e 30 ndo apresentavam
nenhuma das seqiiéncias alvo; (c) os pares 25 e 36 foram digeridos Alu I, Bam HI e Hae III;
(d) a heterocromatina do par 8 foi digerida pela Hae III e Dde I; (e) o par 32 foi digerido pela
Alu I e Dde I; (f) e o par 21foi digerida Alu I, Hae III e Dde I (Figura 2).

Os dados referentes a digestdo enzimatica das regides heterocromaticas da
populacdo C permitiu a separagdo desta em quatro grupos diferentes: (a) onde a regido
centromérica do par 21 e as extremidades do bloco terminal do par 23 ndo apresentaram
nenhuma das seqiiéncias; (b) o par 8 foi digerido apenas pela Hae III; (c) o par 15, a regido
central do bloco 23 e o par 26 apresentaram foram digeridos pela Bam HI; (d) o par 19 e a
por¢ao telomérica do par 21 foram digeridos Bam HI e Dde I (Figura 3).

A heterocromatina da populagdo D foi dividida em quatro diferentes grupos:
(a) o par 2 foi digerida por todas as enzimas; (b) os pares 4, 18, 22, 24 ¢ 27 ndo apresentam
nenhumas das seqiiéncias; (c) o par 29 sé apresenta sitio alvo para Bam HI; (d) e o par 33 foi
digerido pela Hae 111 e Dde I (Figura 4).

Em todas as populagdes, a regido organizadora de nucléolo (par 2)
apresentou-se digerida por todas as enzimas, mesmo naquelas em que os blocos
heterocromaticos ndo foram evidenciados pelo bandamento C.

Em relacdo ao padrdo gerado nas regides eucromaticas, algumas bandas
conspicuas foram observadas, revelando-se especificas para cada enzima e populagdo. De
modo geral, a populagdo A apresentou uma grande quantidade de cromossomos com
marcacdes produzidas pela Hae III, enquanto que as populagcdes B e C apresentaram mais
marcagdes produzidas pela Alu 1. J& a populagdo do D mostrou um maior numero de

cromossomos com padrao de bandas geradas por todas as enzimas.



Tabela2 — Resultados da digestdo enzimatica da heterocromatina nos
cromossomos das populacdes de Hypostomus. aff unae pelas
enzimas Alul, Hae III, Dde I e Bam HI. () = heterocromatina
digerida; () = heterocromatina ndo digerida, (¥) =
heterocromatina parcialmente digerida;
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DISCUSSAO

A digestdo dos cromossomos metafasicos por endonucleases de restri¢ao
(ER) produz uma diminui¢ao geral na intensidade da coloragdo do cromossomo € o
aparecimento de bandas com um padrio caracteristico para cada enzima (Lima-de-Faria et al.,
1980). A diminui¢do de coloragdo da cromatina ¢ tida como uma evidéncia direta da
importancia da remogdo de fragmentos de DNA pelas enzimas de restrigao (Miller et al.,
1983; Bianchi et al., 1985; Kaelbling, et al., 1984), mas outros fatores também influenciam
nesse processo.

O dificil acesso da enzima ao DNA cromossomico também vem sendo
apontada como possivel causa dos padrdes observados (Gosalvez et al., 1986; Marchi &
Mezzanotte, 1990). Burkholder & Weaver (1977), estudando as interagdes DNA — proteina na
cromatina condensada e ndo condensada em ratos € humanos, constataram uma sensibilidade
diferencial a digestao enzimatica das fragdes da cromatina devido a diferencas na ligacdo das
proteinas ao DNA, visto que estas o protegem contra a digestdo enzimatica. Porém, a relagdo
desses fatores na diferenciagdo dos cromossomos ainda nao ¢ claramente compreendida.
Adicionalmente, mudancas conformacionais da estrutura do cromossomo também tém sido
sugeridas para explicar resultados produzidos por algumas ER nos cromossomos humanos
(Mezzanotte et al., 1985).

No presente trabalho, a utilizacdo desses tratamentos, revelou a existéncia de
uma grande heterogeneidade de fracdes da heterocromatina de Hypostomus aff. unae, por
vezes localizadas em cromossomos distintos, no mesmo cromossomo ou pertencentes ao
mesmo bloco heterocromatico. Baseado nesses resultados foi possivel detectar similaridades e
diferencas intra e inter-populacionais, como observado na Figura 5. As enzimas clivaram e
possivelmente retiraram o DNA das regides eucromaticas e heterocromaticas, como
evidenciado pela diminuicdo da coloragdo em algumas regides dos cromossomos. Dessa
forma, as bandas observadas sdo interpretadas em termos de auséncia da seqiiencia alvo das
enzimas ¢ nao remoc¢ao do DNA.

Os dados obtidos sugerem que algumas regides de heterocromatina em
diferentes cromossomos e populagdes possuem uma composi¢cdo similar, enquanto outras
teriam uma composicdo exclusiva. Assim, os padrdes de bandamento gerados refletem

diretamente a natureza molecular das regides de heterocromatina (Sanchez et al., 1991), nao
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sendo descartada também a possibilidade do acesso diferencial das enzimas as seqiiéncias
alvo.

A partir dessa acentuada heterogeneidade da heterocromatina, conclui-se
que as populagdes de H. aff. unae possuem familias de heterocromatina constituidas por
diferentes seqiiéncias de DNA altamente repetitivo. Uma situagdo semelhante pdde ser
observada em Salmo salar (Albuin et al., 1994) e Salmo trutta (Sanchez et al., 1991), em que
a utilizacdo de ER permitiu a deteccdo de tipos disitintos de heterocromatina em regides
particulares dos cromossomos.

De acordo com Schweizer &Loidl (1987), o arranjo ndo aleatorio dos
cromossomos durante a interfase pode favorecer a ligacdo de regides cromossdmicas € a
dispersdao da heterocromatina para sitios equilocais de um cromossomo para outro, como ja
proposto para a distribuigdo da heterocromatina intersticial em espécies do género
Hypostomus (Artoni & Bertollo, 1999). Assim sendo, é provavel que aqueles blocos
heterocromaticos que compartilham a mesma composi¢ao tenham uma origem comum e
tenham se dispersado no complemento cromossomico de H. aff. unae, posteriormente ao
longo do processo de evolugao cariotipica, eles poderiam ter sido amplificados ou acumulados
por trocas desiguais, transposi¢des e/ou duplicagdes regionais, como similarmente proposto
para Centropyge. aurantonotus (Affonso & Galetti Jr., 2005). Sendo assim, ¢ possivel que as
divergéncias cromossOmicas entre as populagdes tenham envolvido rearranjos na organizacao
estrutural da heterocromatina e se fixaram nas populagdes por deriva genética ou mesmo por
selecdo natural, caso tenham algum papel adaptativo.

Apesar da detec¢ao de diferengas inter-populacionais, tanto por bandamento
C como com as enzimas, algumas regides de heterocromatina se mantiveram resistentes a
digestao das ERs nas populagdes, principalmente na populagdo D, evidenciando uma maior
diferenga na composicdo do DNA ou organizacdo da heterocromatina em relagdo as demais.
Essa populacdo também se apresenta mais divergente das demais pela alta freqiiéncia de
bandas C intersticiais ao invés de terminais (Figura 5).

Vale ressaltar que a regido organizadora de nucléolo (par 2) apresentou-se
digerida por todas as enzimas em todas as populagdes, demonstrando que as seqii€ncias alvo
destas apresentam-se intercaladas a essa regido, mesmo na populacdo C onde os blocos
heterocromaticos ndo sdo evidentes pelo bandamento C. Tal comportamento difere do
observado por Sanches et al. (1990), em que uma digestdo diferencial ocorreu na RON,
evidenciando a presenca das seqiiéncias alvo das enzimas Dde I e Hae III ¢ uma quantidade

moderada da Alu I, a qual digeriu parcialmente essa regido.
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Alguns pares de cromossomos com blocos heteromoérficos ocorrem nas
populagdes A (pares 18, 21 e 37) e na populagdo B (par 22). Entretanto, apenas o par 21 da
populacdo A apresentou todas as seqiiéncias alvo das enzimas utilizadas, enquanto que os
demais apresentaram blocos heterocromaticos resistentes a digestdo das mesmas.

Trabalhos utilizando enzimas de restricdo sdo escassos na citogenética de
peixes neotropicais, o que restringe analises cariotipicas mais pormenorizadas. Contudo, essa
abordagem pode ser altamente informativa para espécies com grande quantidade de
heterocromatina como a estudada no presente trabalho, podendo revelar particularidades na
composi¢ao do genoma da espécie.

De fato, além da diferenciacdo na formula cariotipica, bem como entre os
sitios cromossomicos GC ¢ AT-ricos (Bitencourt et al., em preparacdo) as quatro popula¢des
de Hypostomus aff unae mostram-se também diferenciadas quanto aos padrdes
cromossomicos gerados pelas endonucleases de restricdo, refor¢ando o grau de divergéncia

evolutiva e a biodiversidade ja fixada entre elas.
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Figural— Pares cromossomicos da populagdo A de Hypostomus aff. unae
evidenciando as bandas heterocroméaticas C-positivas e o padrdo de
bandas gerado com as endonucleases de restri¢do: Alu I, Hae III, Dde I e
Bam HI.
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Figura2— Pares cromossdmicos da populacdo B de Hypostomus aff. unae evidenciando as

bandas heterocromaticas C-positivas ¢ o padrio de bandas gerado com as
endonucleases de restricdo: Alu I, Hae III, Dde I e Bam HI.
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Figura 3 — Pares cromossdmicos da populagio C de Hypostomus aff. unae

evidenciando as bandas heterocromaticas C-positivas e o padrao de
bandas gerado com as endonucleases de restricdo: Alu I, Hae III,
Dde I e Bam HI.
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Figura 4 — Pares cromossomicos da populagdo D de Hypostomus aff. unae evidenciando as
bandas heterocromadticas C-positivas e o padrdo de bandas gerado com as
endonucleases de restrigdo: Alu I, Hae III, Dde I e Bam HI.
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Figura5— Idiograma representativo dos pares cromossdomicos das populagdes A, B, C e D de
Hypostomus aff. unae, evidenciando o padrao geral de bandas ap6s a digestdo com
as enzimas Alu I, Bam HI, Hae III e Dde 1.
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RESUMO

Duas populagdes alopatricas de Hypostomus cf wuchereri (Siluriformes, Loricariidae) de
duas bacias costeiras da Bahia (Brasil) foram caracterizadas citogeneticamente no
presente trabalho. Ambas populacdes compartilham 2n=76, formula cariotipica de
10m+18sm+48st/a (NF=104) ¢ RONS simples terminais no segundo par metacéntrico.
Diferengas microestruturais foram detectadas através do bandamento C, coloracdo com
fluorocromos CMA3 e DAPI, e digestdo com as enzimas de restri¢do Alu I, Bam HI, Hae
III ¢ Dde I. A populagdo do rio Una apresentou grandes blocos heterocromaticos
terminais, compostos por sitios intercalares ricos em AT e GC, enquanto que a populagdo
do rio Mutum apresentou regides de heterocromatina intersticiais e terminais menos
evidentes, ricas em AT. As RONs das duas populagdes apresentaram-se ricas em GC.
Cada enzima utilizada, gerou um padrao de bandas especifico para cada populagdo, tanto
na eucromatina como na heterocromatina. Adicionalmente a digestdo enzimatica permitiu
a caracterizagdo de diferentes familias de heterocromatina. Com base nesses dados pode-
se inferir que essas populacdes estdo evoluindo independentemente, favorecidas pelo
isolamento geografico entre elas.

Palavras-chave: Citogenética animal. Loacarideo. Genética animal. Peixe. Heterocramatina.
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INTRODUCAO

A ictiofauna dos sistemas hidrograficos costeiros do leste do Brasil
apresenta grande significado biogeografico. As principais bacias da regido (Paraguacu,
Contas, Jequitinhonha, Doce, Paraiba do Sul, Ribeira de Iguape, Itajai e Jacui) bem como
varias outras pequenas drenagens adjacentes apresentam um alto grau de endemismo (Ribeiro
et al., 2006). De fato, cada vez mais espécies de peixes nessas bacias sdo descritas e/ou
reavaliadas sob o ponto de vista taxondmico, confirmando a riqueza de espécies regionais
(Oyakawa & Mattox, 2009; Sarmento-Soares et al., 2009; Zanata & Camelier, 2009).

Por sua vez, os estudos da biodiversidade dependem de informagdes sobre
niveis de variabilidade intra e interpopulacional e caracterizagdo de unidades evolutivas. As
analises genéticas e citogenéticas constituem uma importante ferramenta para tais estudos,
especialmente em grupos taxonomicamente controversos. Elas auxiliam na identificacdo de
polimorfismos populacionais (Giuliano-Caetano, 1998), complexos de espécies (Bertollo et
al., 2000) e espécies cripticas (Medrado et al., 2008). Contudo, apesar do grande niimero de
trabalhos citogenéticos em bacias do sudeste brasileiro e, mais recentemente, na bacia
Amazodnica, pouco se sabe sobre as espécies do nordeste brasileiro (Medrado et al., 2008).

Hypostomus ¢ um dos géneros mais especiosos entre os Siluriformes,
compreendendo 117 a 130 espécies. Essa imprecisao quanto ao numero de espécies descritas ¢
devido ao reconhecimento de Aphanotorulus, Isorineloricaria e Squaliforma como géneros
validos por Ferraris Jr. (2007), enquanto Armbruster (2004; 2007) os considera sinonimia de
Hypostomus. Desde entdo, novas espécies vem sendo continuamente descritas, revelando a
grande diversidade de formas do género (Jerep et al., 2007; Zawadski et al., 2008) que
compdem um grupo dominante nos rios brasileiros, incluindo as bacias do Leste.

A espécie Hypostoms wuchereri foi descrita por Gunther em 1864 para os
“rios do Brasil”. Apesar da indefini¢do da localidade-tipo, acredita-se que o autor referia-se a
bacia do rio Paraguagu, na Bahia (Reis et al.,2003). Contudo, devido a falta de levantamentos
mais amplos, nao se sabe a real distribuicao dessa espécie, até o momento, restrita a bacia do
Paraguacu e do Sdo Francisco (citado como Hypostomus cf. wuchereri por Garavello &
Garavello, 2004).

Portanto, o presente trabalho tem por objetivo caracterizar citogeneticamente

duas populagdes de Hypostomus cf. wuchereri de bacias costeiras da Bahia (Bacia do rio de
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Contas e Reconcavo Sul), fornecendo informagdes inéditas sobre a biodiversidade da

ictiofauna regional e contribuindo para estudos taxondmicos e biogeograficos.

MATERIAL E METODOS

Doze exemplares (7 machos e 5 imaturos) de Hypostomus cf. wuchereri
foram coletados no rio Mutum (13°43°18”> S e 39°51°20°W), bacia do rio de Contas,
municipio de Jequié (BA), e seis (1 macho e 5 imaturos) no rio Una (13°21'55" S e 39°04'35"
W), bacia do Reconcavo Sul, municipio de Valenca (BA). Exemplares testemunhos foram
identificados pelo Dr. Claudio Zawadski (Universidade Estadual de Maringd-UEM) e
depositados na colecao ictioldégica do NUPELIA — UEM, Maringa, PR, Brasil.

A obtencdo de cromossomos mitdticos seguiu a metodologia de Bertollo et
al. (1978). A estimulagdo mitotica foi realizada através da injecdo prévia nos animais de
solugdo de fermento bioldgico, descrita por Lee ¢ Elder (1980). Os cromossomos foram
classificados em grupos: 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). As regides organizadoras de nucléolos foram
detectadas pela impregnacao por nitrato de Prata-AgRONs (Howell & Black, 1980). O padrao
de distribuicdo da heterocromatina foi determinado pelo bandamento C (Sumner, 1972). Para
a determinacdo dos sitios ricos em pares de bases GC e AT foram utilizados os fluorocromos
Cromomicina A3 e DAPI, respectivamente (Schweizer, 1978), com modificagdes. A digestao
in situ por endonucleases de restri¢ao foi realizada de acordo com Mezzanotte et al. (1983),
utilizando as enzimas Alu I (5’- AG|CT - 3”) com concentragdo de 0,4 U/ul por 4h, Bam HI
(5’- GIGATCC - 3’) com 0,5 U/ul por 15h, Hae III (5’-GG|CC - 3’) com 6 U/ul por 14h e
Dde I (5’- C{TNAG - 3’) com 2U/ul por 4h.
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RESULTADOS

Todos os exemplares de H. cf. wuchereri apresentaram numero modal de
2n=76, com formula cariotipica de 10m+18sm+48st/a (NF=104) independentemente da
populagdo analisada (Figura 1).

A impregnacdo pela prata evidenciou um sistema de RONs simples, com
marcagoes na regido terminal do brago longo no segundo par de cromossomos metacéntricos
em ambas as populagdes (Figura 1 em detalhe). Tais marcagdes apresentaram-se usualmente
heteromorficas entre os homologos e coincidentes com constri¢des secunddrias.

Por outro lado, o padrio de distribui¢do de heterocromatina diferiu
significativamente entre as populagdes. A populagdo do rio Una apresentou 6 pares de
cromossomos acrocéntricos com grandes blocos terminais (pares 17, 21, 24, 26 ¢ 31) e um par
acrocéntrico com uma discreta marcagdo intersticial (par 30) (Figura 2a). Os espécimes do rio
Mutum apresentaram bandas C mais conspicuas na regido terminal de um par de
cromossomos submetacéntricos (par 8) e trés pares acrocéntricos (21, 26 e 29) e na regido
intersticial de quatro pares de cromossomos acrocéntricos (16, 18, 28 e 31) (Figura 2b). Nao
foram visualizados blocos heterocromaticos associados as RONs ou heterocromatina
centromérica nas duas populacdes.

O tratamento com os fluorocromos base-especificos revelou, em ambas as
populagdes, um tnico par de cromossomos com marcagdes CMA3 positivas ¢ DAPI negativas
coincidentes com as RONSs, caracterizando-as como ricas em bases GC (Figura 1 em detalhe,
e figura 3a e c). Entretanto, a populagdo do rio Mutum apresentou sitios ricos em AT
equivalentes aos blocos heterocromaticos evidentes no bandamento C (Figura 3b). Por outro
lado, a populagao do rio Una apresentou blocos com marcacdes intercalares de CMA3 e
DAPI, revelando uma marcante heterogeneidade de sitios ricos em GC e AT de cromossomos
acrocéntricos (Figura 3c e d).

Os dados correspondentes & composicao da heterocromatina com base nas
seqliéncias alvo das enzimas selecionadas nas populagdes do rio Una e Mutum estdo
sumarizados na Tabela 1, evidenciando diferentes tipos de heterocromatina de ambas as
populacdes.

A populagdo do rio Una apresentou trés grupos de heterocromatina: as
regioes de banda C dos pares 26, 30 e 31 foram digeridas por todas as enzimas; o par 24 e

a extremidade do bloco heterocromatico de um cromossomo do par 17 foram digeridos
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apenas pela Dde I; e o par 21 e a regido central do bloco heterocromatico de um

cromossomo do par 17 foram digeridos pela Dde I e pela Bam HI (Figura 4).

Tabelal - Resultados da digestdo enzimatica da heterocomatina C-positiva, presente nos pares
cromossomicos de Hypostomus cf. wuchereri, utilizando as endonucleases de restrigdo
Alu I, Hae 111, Dde | e Bam HI. () = heterocromatina digerida; () = heterocromatina nao
digerida;(£) = heterocromatina parcialmente digerida.

Banda C Enzima de Restrigio
Populacio Par. Alul Hae Il Ddel Bam HI

17 - - + +

21 - + +

24 — + -

Fio Una (Bacia do 76
rio de Contas) 30
31

++ + +
|
|
|

8

16 - - +

18

Fio Mutum (Bacia 21
do Reconcavo 26
Sul) 28

29

31 - - - +

+ 4+ + 1
|
|
|

J& na populagdo do rio Mutum, a heterocromatina foi separada em 5 grupos:
a heterocromatina do par 8 apresentou-se rica nas seqliéncias alvo de todas as enzimas; os
pares 18, 21 e 28 foram digeridos pela Alu I, Dde I e Bam HI; os pares 16 ¢ 31 foram
digeridos apenas pela Bam HI; o par 26 digerido pela Alu I ¢ Bam HI; e o par 29 nao
apresentou nenhuma das seqiiéncias-alvo das enzimas, permanecendo intacto (Figura 5).

Em relacdo as regides eucromaticas, a populagao do rio Una apresentou as
seqliéncias alvo da Hae III e Dde I distribuidas uniformemente ao longo de toda a eucromatina
e um padrao de bandas gerado pela Alu 1. Ja na populagdo do rio Mutum, as enzimas Hae I1I e
Dde I produziram uma grande quantidade de bandas ao longo dos cromossomos, enquanto que
a seqiiéncia alvo da Alu I apresentou-se distribuida uniformemente. Por sua vez, o tratamento

com a Bam HI nao mostrou diferencas evidentes entre as duas populagdes.
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DISCUSSAO

Numeros diploides e de cromossomos acrocéntricos relativamente altos,
como observado em H. cf. wuchereri, parece representar um carater derivado neste género,
visto que o numero diploide de 2n=54 pode ser uma condicdo plesiomorfica para a familia
Loricariidae (Artoni & Bertollo, 2001). Desse modo, sugere-se que as fissdes céntricas tenham
desempenhado um importante papel na evolugdo cariotipica de H. cf. wuchereri, levando ao
aumento do numero dipléide e de cromossomos portadores de apenas um braco nessa espécie.
Situagdo similar ¢ observada também para Hypostomus aff. unae (2n=76) da bacia do rio de
Contas (Bitencourt et al., em preparacdo). Os dados até agora disponiveis indicam que os
numeros diploides de 76 e 72 sdo os mais freqiientes no género, sendo observados em 30% e
26%, das espécies de Hypostomus, respectivamente.

As regides organizadoras de nucléolos (RONs) em Hypostomus sao
variaveis em numero € posi¢do. Além de um freqiiente polimorfismo de tamanho dessas
regides entre cromossomos homologos, a presenga de espécies com RONs simples (Artoni &
Bertollo, 1999; 2001) ou multiplas (Kavalco et al., 2005; Rubert et al. 2008) é também
observada, sendo esta tltima a condi¢cdo mais frequente no género (Artoni & Bertollo, 2001).

A presenga de um sistema de RONs simples na espécie estudada parece
caracterizar a manutengdo da condi¢do plesiomorfica da familia Loricariidae e dos peixes de
modo geral (Artoni, 1996). Assim como a maioria das espécies de Hypostomus, o tamanho das
RONSs apresentou-se usualmente heteromorfico entre os homologos e coincidentes com as
constri¢des secundarias em H. cf. wuchereri. Tais polimorfismos de tamanho nas RONs entre
cromossomos homologos sdo muito freqlientes em espécies portadoras de um unico par
organizador nucleolar (Foresti et al., 1981). Essa diferenga ¢ possivelmente resultante de
duplicagoes/delegdes ou crossing over desiguais, conforme também ja proposto por varios
autores (Galetti, 1998; Affonso et al, 2002). Deve ser ressaltado, porém, que tais diferengas
foram detectadas por impregnagdo pelo nitrato de Prata, envolvendo assim a atividade dos
sitios de DNAr e ndo a sua estrutura propriamente dita. Assim sendo, analises complementares
por hibridagao in situ com sondas de 18S ou 45S poderdo confirmar se tais polimorfismos sao
também estruturais.

Diferentemente da populagdo do rio Una, a qual apresenta blocos terminais
conspicuos, os espécimes de H. cf wuchereri do rio Mutum apresentam alguns dos

cromossomos com heterocromatina intersticial e marcacOes terminais menos evidentes
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(Figura 2a e b). Artoni & Bertollo (2001), evidenciaram que algumas espécies de
Hypostominae com elevado numero dipldide apresentam grandes segmentos intersticiais de
heterocromatina em varios cromossomos acrocéntricos, enquanto que outras espécies com
menor 2n apresentam menos heterocromatina, localizada na regido terminal e/ou
centromérica. Dessa forma, os dados ora obtidos em H. cf. wuchereri, sugerem que o padrao
de distribuigdo de heterocromatina pode ser mais varidvel entre os hypostominae que o
previamente proposto.

A localizagdo dos blocos heterocroméaticos na espécie estudada pode ser
derivada por inversdes ou transposi¢cdes da heterocromatina originalmente terminal de alguns
cromossomos acrocéntricos para a porgdo intersticial de outros, devido ao arranjo nao
aleatorio dos cromossomos durante a intérfase segundo Schweizer & Loidl (1987). Isto
explicaria a distribui¢do equilocal da heterocromatina observada entre os cromossomos nao
homoélogos na populagdo do rio Mutum, como ja proposto para Hypostomus sp E e
Hypostomus sp F por Artoni & Bertollo (1999).

Essas diferencas inter-populacionais sdo ainda mais acentuadas com a
utiliza¢do de técnicas mais refinadas para andlise composicional da heterocromatina, como a
utilizagdo de fluorocromos e enzimas de restri¢ao, revelando peculiaridades sobre a estrutura
cromossdmica destas populacdes.

Os dados disponiveis na literatura mostram que regides ricas em GC sdo
comuns em Hypostomus (Artoni et al., 1998; Artoni & Bertollo, 1999; Kavalco et al., 2004) e
que, embora a presenga de sinais positivos para DAPI seja uma condi¢do rara em peixes,
algumas espécies do género também apresentaram essa caracteristica (Artoni & Bertollo,
1999). Em geral, as RONs em Hypostomus sao ricas em GC, o que pode ser observado em trés
populagdes de H. nigromaculatus (Rubert et al., 2008), em Hypostomus sp 2- rio Perdido
NUP 4249 (Cereali et al., 2008) ¢ nos exemplares aqui analisados.

A localizagao dos blocos ricos em AT na populagdao do rio Mutum esta em
regides equivalentes de distintos pares cromossdmicos que, provavelmente, foram distribuidos
por modelos de dispersdo de heterocromatina para sitios equilocais (Schweizer & Loidl,
1987), a exemplo do proposto para outras espécies de peixes (Mantovani et al., 2000; Affonso
& Galetti, 2005). No caso da populagao do rio Una, a heterocromatina parece ter seguido um
caminho evolutivo diferenciado com a presenga de blocos ricos em AT e GC em varios
cromossomos do complemento, condigdo rara em vertebrados inferiores. A origem desse
padrdo pode ser explicada pela provavel insercdo de seqiiéncias ricas em GC na

heterocromatina originalmente rica em AT. Uma vez estabelecida, essa seqiiéncia heterogénea
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poderia ser também dispersa para regioes eqiiidistantes, em distintos pares cromossomicos
conforme descrito anteriormente. Contudo, a origem dessas seqiiéncias GC intercalares
permanece uma questdo a ser elucidada.

A utilizag@o da digestdo in Situ com quatro endonucleases de restri¢ao, Alu 1,
Hae III, Bam HI e Dde I, facilitou o parecamento dos cromossomos homoélogos ¢ a detecgdo de
diferentes familias de DNA altamente repetitivo. As regides coradas fracamente representam a
perda de heterocromatina digerida por essas enzimas, enquanto as bandas geradas indicam
regides resistentes a digestdo devido a auséncia de seqiiéncias alvo e/ou conformagdo da
cromatina e associagdo com proteinas (Gosalvez et al., 1987; Burkholder & Weaver, 1977).

Em geral, os diferentes tratamentos com endonucleases de restri¢ao
produziram uma marcante heterogeneidade nos cromossomos das populagdes de Hypostomus
cf wuchereri, concluindo-se que estas possuem familias de heterocromatina constituidas por
diferentes seqiiéncias de DNA altamente repetitivo. Poucas semelhancas foram encontradas
entre as populacdes, a exce¢ao da heterocromatina dos pares 26, 30 e 31 da populacao do rio
Una e o par 8 da populagdo do rio Mutum, os quais foram digeridos por todas as enzimas, em
ambas as populagdes (Figura 6).

Uma situagdo contraditoria pode ser observada no que se refere a atividade
da enzima Hae III. Como essa enzima corta regides ricas em GC, seria esperado que os blocos
heterocromaticos presentes nos pares 17, 21, 24 e 25 da populagdo do rio Una apresentassem
uma por¢ao digerida por esta enzima, visto que sdo evidenciados pela CMA3 e, portanto, ricos
em GC. De acordo com Gosalvez et al. (1987), os efeitos da digestdo enzimatica nos
cromossomos podem ser explicados tanto pela presenca e auséncia de suas seqiiencias alvo,
como pela habilidade destas em cortar a seqiiéncia alvo, a qual pode ndo estar acessivel ou,
ainda, pelo tamanho de seus alvos especificos. Dessa forma, é possivel que alguns desses
fatores esteja implicado na auséncia de digestdo desses sitios heterocromaticos, os quais se
mantiveram inalterados apos o tratamento com a Hae III.

Outra peculiaridade na digestao enzimatica observada na populagao de H. cf
wuchereri do rio Una diz respeito as bandas heteromorficas entre os cromossomos homoélogos
do par 17 apds tratamento com Bam HI, a qual digeriu apenas a regido central do bloco
heterocromatico de um dos homologos (Figura 4). Este resultado demonstra a
heterogeneidade existente em fracdes da heterocromatina, refor¢ando a diferenca entre as
populacdes analisadas.

Diferengcas em outras areas dos cromossomos ndo referentes aos blocos

heterocromaticos também foram detectadas. Dessa forma, as enzimas produziram um padrao
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de bandas divergente em ambas as populagdes, principalmente no que se refere a atividade das
enzimas Hae III, Dde I e Alu 1. As diferengas existentes no padrao de digestdo indicam
caminhos evolutivos distintos, frente as duas populagdes de H. cf. wuchereri, dando origem as
distintas familias de DNA repetitivo detectadas entre elas.

Assim sendo, apesar de compartilhar o mesmo numero diploide e formula
cariotipica, as populagdes de H. cf. wuchereri do rio Una ¢ Mutum apresentam diferengas
microestruturais acentuadas. O estabelecimento da diferenciagdo na microestrutura
cromossomica entre as populagdes de H. cf. wuchereri aqui estudadas, possivelmente se deve
a historias evolutivas distintas favorecidas pelo isolamento geografico entre as bacias onde
essas populagdes se encontram, sugerindo que possiveis pressdes seletivas ou efeitos de deriva
alteraram a organizacao cromossomica dessas populagdes.

Os dados disponiveis na literatura, tais como intervalo de distribui¢do de
alguns grupos de peixes e a identificacdo de espécies endémicas, sugerem a existéncia de
unidades biogeograficas ou mesmo sub-provincias, ao longo das bacias costeiras do leste do
Brasil, como as amostradas nesse trabalho (Bizerril, 1994; Ribeiro, 2006).

De fato, multiplos e sucessivos eventos de encurtamento e alargamento das
placas tectonicas afetaram as margens continentais ¢ podem ter favorecido tanto a divisdo
quanto a conectividade entre varias bacias adjacentes (Lundberg et al., 1998, Pamponet et al.,
2008). A ultima transgressao marinha sobre o continente poderia ter levado a separagdo entre
populacdes costeiras previamente conectadas, promovendo assim a sua diversificagdo
alopatrica (Beheregaray et al., 2002).

Um cenario evolutivo similar ao observado em H. cf. wuchereri foi descrito
para Hoplias malabaricus (Characiformes, Erythrinidae), onde diferengas relacionadas ao
conteudo de heterocromatina indicam certo grau de diferenciacdo genética entre as populagdes
das bacias do rio Itapicuru e do rio de Contas, sistemas hidrograficos costeiros da Bahia
(Jacobina et al., 2009).

Com base nos dados obtidos, pode-se inferir que as populacdes de H. cf.
wuchereri, estejam evoluindo independentemente, podendo futuramente constituir
espécies distintas, ja que encontram-se em bacias relacionadas, mas independentes,

mantendo algumas similaridades como a macroestrutura cariotipica.



m .
B3 XX ¥rn x» xx ol
: : g 1 > AgRON
sm
ﬁ' BF KB SK BR k& AR X3 An '
6 7 3 9 10 11 12 13 14 ;
BC
sal 68 B4 AN 08 A Q0 AD AR B8 AA
15 16 17 13 19 20 21 22 23 24
A B) KD AA A4 na AR AR PR An 2
% 2% 27 28 29 30 31 32 33 34 ER

AL A AN ~n
35 36 37 38

m '5
2

8! TERIET

1 2 3 4 5 AgRON
sm : .

AR GD A8 KK 82 2K ad as & L

[ 7 8 9 10 11 12 13 14 2

BC

t/:
O RE DA Qb AD Gf 4R A B4 40 AA
15 16 20 24

17 18 13 21 22 23

B& AT Qb 26 An 08 RA 9A A9 ea

25 26 27 28 2 30 31 32 33 3%

AR f 56 N0
35 36 37 38

Figura 1 — Cariotipos de Hypostomus cf. wuchereri. (A) Populag¢ao do rio Mutum,
(B) Populagdo do rio Una. Em destaque os portadores das regides
organizadoras de nucléolo (RONs) apo6s a coloragdo com nitrato de
Prata, (Ag RONSs), bandamento C (BC) e coloragdo com cromomicina
A3 (CMA3).
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Figura 2 — Pares cromossdmicos com sitios heterocromaticos em Hypostomus cf. wuchereri.
(A) Populagao do rio Una, (B) Populagao do rio Mutum.

Figura3 - Cromossomos de Hypostomus cf. wuchereri submetido a coloragdo com os
fluorocromos cromomicina A3 (CMA3) e DAPI. Populagdo do rio Mutum: A e B.
Populagdo do rio Una: C e D. Os asteriscos indicam os cromossomos portadores
das RONs. A, e C,=CMA3 ¢ B e D=DAPIL
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Figura 4 — Pares cromossomicos de Hypostomus cf. wuchereri da populagdo do rio

Una evidenciando as regides heterocromaticas C-positivas e o padrdo de
bandas correspondentes obtidos com as endonucleases de restri¢do: Alu I,
Hae II1, Dde I e Bam HI.
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Figura5— Pares cromossémicos de Hypostomus cf. wuchereri da populacio do rio Mutum

evidenciando as regides heterocromaticas C-positivas e o padrdo de bandas

correspondentes obtidos com as endonucleases de restri¢do: Alu I, Hae 111, Dde T e
Bam HI.
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rio Mutum(B)
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CONSIDERACOES FINAIS

1- As quatro populagdes de Hypostomus aff. unae e as duas Hypostomus cf.
wuchereri analisadas apresentaram numero modal de 2n=76 com grande quantidade de
cromossomos acrocéntricos, correspondente a uma provavel uma sinapomorfia dentro de
Hypostomus.

2- Formas cariotipicas distintas foram estabelecidas para cada populacao
amostrada de H. aff. unae, evidenciando que inversdes pericéntricas atuaram na diversificacao
das populagdes, enquanto que as populagdes de H. cf. wuchereri compartilham a mesma
formula cariotipica.

3- Todas as populagdes das duas espécies, apresentaram um sistema de RONs
simples com heteromorfismos de tamanho entre os homdlogos, mantendo uma provavel
condicdo plesiomorfica da familia Loricariidae.

4- A técnica de FISH confirmou a presenca de sitios de DNAr 18S na regido
terminal do segundo par de cromossomos metacéntricos em H. aff. unae, e demonstrou que a
diferenca entre os homdlogos ¢ de fato estrutural

5- Distintos padrdes da distribuicdo heterocromatina foram observados entre
as populagdes nas populagdes referentes a quantidade de pares envolvidos, localizagdo dos
blocos heterocromaticos e composi¢ao de pares de bases AT e GC.

6- As populagoes de H. aff. unae dos rios de Contas e Preto do Costa
apresentaram sitios ricos em AT em regides terminais e intersticiais em distintos pares
cromossomicos, enquanto que a populacdo do rio Preto do Criciima apresentou tais sitios
restritos as regides intersticiais. Ja a populagdo do rio Oric apresentou marcagdes intersticiais
e terminais evidentes, coradas igualmente pelo CMA3 e DAPI, referentes aos blocos de
heterocromaticos.

7- Todas as populacdes analisadas apresentaram as RONs ricas em GC
porém, apenas os exemplares de H. aff. unae do rio de Contas, rio Preto do Costa e rio Preto
do Criciima apresentaram a heterocromatina associada a essas regides, evidenciada pelo
bandamento C.

8- Em H. cf wuchereri, grandes blocos terminais com marcagdes intercalares
com CMA3 e DAPI foram evidenciados, revelando uma marcante heterogeneidade ao longo

da heterocromatina dos seis pares de cromossomos acrocéntricos na populagcdo do rio Una,
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enquanto que na populagdo do rio Mutum foram detectadas regides de heterocromatina
intersticiais e terminais menos evidentes, ricas em bases AT.

9- Cromossomos heteromorficos foram detectados apenas nas populagdes do
rio de Contas e do rio Preto do Costa de H. aff. unae através da técnica de bandamento C,
assim como na populag@o de H. cf. wuchereri do rio Una pela digestdo com BamHI.

10- Uma marcante heterogeneidade de fragdes de heterocromatina foi
evidenciada com a utilizacdo de enzimas de restri¢ao, detectando diferencas microestruturais e

permitindo a deteccdo de familias de heterocromatina em todas as populagdes analisadas.

11- Os exemplares de H. aff. unae e H. cf. wuchereri apresentam uma
evolugdo cariotipica divergente entre as populagdes analisadas, caracterizando distintas

unidades evolutivas.
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