Universidade
Estadual de LondRrina

NATALIA BORTHOLAZZI VENTURELLI

MAPEAMENTO DOS GENES RIBOSSOMICOS E
CROMOSSOMOS MARCADORES EM NOVE ESPECIES DE
Rineloricaria (SILURIFORME, LORICARIIDAE,
LORICARIINAE) DE DISTINTAS BACIAS HIDROGRAFICAS

Londrina
2014



NATALIA BORTHOLAZZI VENTURELLI

MAPEAMENTO DOS GENES RIBOSSOMICOS E
CROMOSSOMOS MARCADORES EM NOVE ESPECIES DE
Rineloricaria (SILURIFORME, LORICARIIDAE,
LORICARIINAE) DE DISTINTAS BACIAS HIDROGRAFICAS

Dissertacdo de mestrado apresentado ao
Programa de Pdés Graduacdo em Genética e
Biologia Molecular da Universidade Estadual de
Londrina, como requisito parcial para a
obtencéo do titulo de Mestre.

Orientadora: Prof* Dr?. Lucia G. Caetano

Londrina
2014



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

Dados Internacionais de Catalogacdo-na-Publicacéo (CIP)

V468m  Venturelli, Natalia Bortholazzi.
Mapeamento dos genes ribossdmicos e cromossomos marcadores em
nove espécies de Rineloricaria (Siluriforme, Loricariidae, Loricariinae) de
distintas bacias hidrograficas / Natalia Bortholazzi Venturelli. — Londrina,
2014.
78f. 1l

Orientador: Lucia Giuliano-Caetano.

Dissertacdo (Mestrado em Genética e Biologia Molecular) — Universidade
Estadual de Londrina, Centro de Ciéncias Biol6gicas, Programa de Pds-
Graduacdo em Genética e Biologia Molecular, 2014.

Inclui bibliografia.

1. Peixe — Citogenética — Teses. 2. Rineloricaria — Teses. 3. Marcadores
biol6gicos — Teses. 4. Cascudo (Peixe) — Teses. 5. Peixe —Distribuicéo
geogréafica — Teses. |. Giuliano-Caetano, Lucia. Il. Universidade Estadual de
Londrina. Centro de Ciéncias Bioldgicas. Programa de Pés-Graduagdo em
Genética e Biologia Molecular. Ill. Instituto Agronémico do Parana. IV.
EMBRAPA. V. Titulo.

CDU 576.312.32:597




NATALIA BORTHOLAZZI VENTURELLI

MAPEAMENTO DOS GENES RIBOSSOMICOS E CROMOSSOMOS
MARCADORES EM NOVE ESPECIES DE Rineloricaria
(SILURIFORME, LORICARIIDAE, LORICARIINAE) DE DISTINTAS
BACIAS HIDROGRAFICAS

Dissertacdo de mestrado apresentado ao
Programa de Pds Graduacdo em Genética e
Biologia Molecular da Universidade Estadual de
Londrina, como requisito parcial para a
obtencéo do titulo de Mestre.

BANCA EXAMINADORA

Orientadora: Prof* Dr? Lucia G. Caetano
Universidade Estadual de Londrina — UEL

Prof® Dr®. Ana Lucia Dias
Universidade Estadual de Londrina — UEL

Prof. Dr. Claudio Henrique Zawadzki
Universidade Estadual de Maringa — UEM

Londrina, 25 de fevereiro de 2014



Dedico este trabalho as pessoas mais
importantes da minha vida, meus pais,

meu irmao e aos meus amigos...



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus pela vida, por todas as gracas recebidas e por estar sempre
me fortalecendo em todos os momentos, permitindo todas as vitérias. E a Ele que
dirijo toda minha gratidao.

Sou profundamente agradecida aos meus queridos pais pelos valores morais,
dedicagéao, incentivo, carinho, amor, compreensao. Sao infinitos os agradecimentos.
Vocés, com certeza, sdo um exemplo de vida para mim, os principais responsaveis
por esta conquista.

Ao meu irmdo, eterno companheiro. Obrigada pela amizade, conselhos,
incentivo e apoio durante todos esses anos de estudo. Sou muito grata por ter vocé
em minha vida.

Ao curso de pos-graduacdo em Genética e Biologia Molecular e ao
Departamento de Biologia Geral por terem dado condi¢cdes para desenvolver este
trabalho.

A CAPES, pela bolsa concedida.

A minha orientadora, professora Dr*Lucia Giuliano Caetano, minha mae
cientifica. Obrigada por esses anos de dedicacdo, amizade, pelo exemplo de ser
humano e principalmente por todos 0s ensinamentos.

A professora Dr*Ana Lucia Dias pela amizade, ensinamentos e por ser t&o
dedicada.

A professora Renata da Rosa por sempre estar disposta a nos ajudar, pela
amizade e conselhos.

A todos os professores da pdés-graduacdo pelos ensinamentos, amizade e
pelo incentivo.

Aos membros da comissdo examinadora da qualificacdo pelas criticas e
sugestoes.

Aos professores Dr. Claudio Henrique Zawadzki, da Universidade Estadual de
Maringa, e Dr*Mo6nica So6nia Rodrigues, da Universidade Federal de Vicosa, pela
identificacdo dos peixes.

A técnica administrativa da pds-graduacdo, Sueli Miranda, pela alegria,
incentivo e ajuda.

Aos técnicos de laboratério, Dario e Melissa, por serem tdo prestativos, nos

socorrer, pela amizade e incentivo.



Ao meu namorado Paulo, pelo imenso amor, paciéncia, incentivo e
companheirismo. Esta longe dos olhos, mas perto do coracao.

Aos amigos de outros laboratérios: Josiane, Vanessa, Lilian, Glaucia, Eliane,
Wilson, Diego, Sara, Karen e Katia.

E, finalmente, um agradecimento cheio de carinho aos meus amigos do
laboratorio de Citogenética Animal (LACA). Vocés fizeram parte da minha vida
durante a graduacdo e pos-graduacao e contribuiram para minha formacéo. Vocés
foram minha familia durante esses anos e tornaram o laboratério um lugar Gnico.
Vou sentir muita, muita, muita falta de vocés. Meus inesqueciveis amigos: Fabio,
Angélica (Téia), Larissa, Tatiane, Marceléia, Mari Usso, Angélica, Juceli, Raquel,

Mari Pine, Poliana, Matheus, Ana Beatriz e Viviam.



“A persisténcia é o menor caminho ao éxito” (Charles Chaplin)



VENTURELLI, Natalia Bortholazzii Mapeamento dos genes ribossémicos e
cromossomos marcadores em nove espeéecies de Rineloricaria (Siluriforme,
Loricariidae, Loricariinae) de distintas bacias hidrograficas. 2014. 78 f
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RESUMO

A regido neotropical contém uma das ictiofaunas de agua doce mais diversa do
mundo, dentro da ordem Siluriforme, a familia Loricariidae, conhecida como
cascudos € a mais especiosa. Essa familia € dividida em sete subfamilias:
Lithogeninae, Neoplecostominae, Hypoptomatinae, Loricariinae, Hypostominae,
Ancistrinae e Delturinae. A subfamilia Loricariinae engloba o género Rineloricaria
gue possui 65 espécies descritas e apenas 15 apresentam dados citogenéticos,
sendo essas provenientes, em sua maioria, da bacia do Atlantico Sul e Sudeste,
bacia do alto Parana e bacia do Sao Francisco. Rineloricaria € conhecido por
apresentar grande variabilidade cariotipica, com o menor nimero diploide de 36, em
Rineloricaria latirostris, e o maior de 70, em Rineloricaria lima. Este género
apresenta uma extensa variacao cariotipica devido a rearranjos cromossémicos do
tipo fusdo, fissdo e inversdes, principais envolvidos na evolugdo cariotipica do
género. Neste trabalho foram estudado -citogeneticamente nove espécies de
Rineloricaria provenientes de diferentes bacias. Sao elas: Rineloricaria
aequalicuspis, Rineloricaria quadrensis e Rineloricaria strigilata da bacia do rio
Tramandai (RS); Rineloricaria cadeae., Rineloricaria microlepidogaster e R.
malabarbai da bacia da Laguna dos Patos (RS); Rinelricaria pentamaculata da bacia
do alto Parang; Rinelricaria parva da bacia do rio Paraguai (MS) e Rineloricaria cf.
reisi. da bacia do rio Uruguai (ARG). Foram utilizados marcadores cromossémicos
convencionais (numero diploide, férmula cariotipica, bandamento C, Ag-RON e
fluorocromo base especifico) e marcadores moleculares (FISH com sondas de DNAr
18S e 5S) com o intuito de comparar os dados com os da literatura, mapear os
genes ribossdbmicos e encontrar possiveis cromossomos marcadores, aléem de
comparar os dados citogenéticos com a filogenia do grupo. As espécies estudadas
apresentaram variacdo do numero diploide: R. aequalicuspis apresentou 2n=68 st-a;
R. quadrensis e R. strigilata: 2n=70 (8m-sm+62st-a); R. cadeae: 2n=64st-a; R.
microlepidogaster. 2n=68st-a; R. malabarbai: 2n=64 (2m-sm+62st-a); R.
pentamaculata: 2n=56 (8m-sm+48t-a); R. parva: 2n=60 (6m-sm+54st-a) e
Rineloricaria cf. reisi: 2n=60st-a. Constatou-se que o0 numero diploide de 56 é
exclusivo de R. pentamaculata e que a espécie Rineloricaria parva coletada no
interior do continente (bacia do rio Paraguai) apresentou 60 cromossomos e 0
primeiro par meta-submetacéntrico portador de uma constricdo secundéria terminal
no braco curto sendo considerada uma caracteristica citotaxonémica importante. Foi
confirmado pela FISH com sonda de DNAr 18S o padrdo de RON simples em todas
as espeécies. Todas as RONs foram coincidentes com a constricdo secundaria sendo
CMA; positivo e heterocromaticas, exceto R. cadeae que mostrou-se BC negativa. A
sonda de DNAr 5S demonstrou uma variacdo no numero de sitios sendo
considerada um bom marcador para as espécies, assim como a localizagcdo da RON
em R. parva, a constricdo secundaria ndo heterocromatica em R. cadeae.
Rineloricaria aequalicuspis, R. microlepidogaster, R. strigilata apresentaram



caracteristicas citogenéticas semelhantes apesar de estarem em bacias distintas.
Este fato € uma evidéncia de que as bacias do Parana, Paraguai e Atlantico Sul
tiveram uma mesma origem, e 0 isolamento e o0s rearranjos possibilitaram a
diversificagcao encontrada no género Rineloricaria.

Palavras-chave: Rineloricaria. Marcadores cromossOmicos. Distribuicéo
biogeografica
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Loricariinae) distinct watersheds. 2014. 78 p. Dissertacdo (Mestrado em Genética e
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ABSTRACT

The neotropical region contains one of the freshwater ichthyofauna most diverse in the
world, within the order Siluriforme the Loricariidae family, known as catfish is the most
specious. This family is divided into seven subfamilies: Lithogeninae, Neoplecostominae,
Hypoptomatinae, Loricariinae, Hypostominae, Ancistrinae and Delturinae. The
Loricariinae subfamily includes the genus Rineloricaria that has 65 species described
and only 15 had cytogenetic data, and from these, mostly in South and Southeast
Atlantic basin, the Upper Parana and Sao Francisco basin. Rineloricaria is known to
have extensive karyotypic variability, with the lowest diploid number of 36 in Rineloricaria
latirostris, and greater than 70 in Rineloricaria lima. This genus has an extensive
karyotype variation due to chromosomal rearrangements type fusion, fission and
inversions, key stakeholders in the karyotype evolution of the genus. In this work
cytogenetically nine species of Rineloricaria from different basins were studied. They are:
Rineloricaria aequalicuspis, Rineloricaria quadrensis and Rineloricaria strigilata the
Tramandai river basin (Rio Grande do Sul); Rineloricaria cadeae, Rineloricaria
microlepidogaster and Rinerolicaria malabarbai basin of Patos lagunn (Rio Grande do
Sul). Rinelricaria pentamaculata of the Upper Parana basin; Rinelricaria parva of
Paraguay basin (Mato Grosso do Sul) and Rineloricaria cf. reisi the river Uruguay
(Argentina) basin. Conventional chromosomal markers (diploid number, karyotype
formula, C-banding, Ag-NOR and specific fluorochrome base) and molecular markers
(FISH with 18S and 5S rDNA probes) in order to compare the data with the literature,
were used to map the ribosomal genes and chromosomes find possible markers and to
compare the cytogenetic data with the phylogeny of the group. Species had a diploid
number variation: R. aequalicuspis presented 2n = 68 st-a; R. quadrensis and R.
strigilata: 2n = 70 (8m-sm+62st-a); R. cadeae: 2n = 64st-a; R. microlepidogaster: 2n =
68st-a; R. malabarbai: 2n = 64 (2m-sm+62st-a); R. pentamaculata: 2n = 56 (8m-
sm+48st-a); R. parva: 2n = 60 (6m-sm+54st-a) and Rineloricaria cf. reisi: 2n = 60s-at. It
was found that the diploid number of 56 is exclusive R. pentamaculata and the specie
Rineloricaria parva collected within the continent (Paraguay basin) had 60 chromosomes
and the first meta-submetacentric pair bears a terminal secondary constriction on the
short arm is considered an important feature citotaxonémica. Was confirmed by FISH
with 18S rDNA probe the pattern of NOR simple in all species. All NORs were coincident
with the secondary constriction CMA3 being positive and heterochromatic except R.
cadeae that was negative BC. The 5S rDNA probe showed a variation in the number of
sites being considered a good marker for the species, as well as the location of NOR in
R. parva, the secondary constriction in R. cadeae not heterochromatic. Rineloricaria
aequalicuspis, R. microlepidogaster, R. strigilata had similar cytogenetic features
although in different basins. This fact is evidence that the basins of the Parana,
Paraguay and South Atlantic had the same origin, and isolation and rearrangements
allowed the diversification found in Rineloricaria.

Keywords: Rineloricaria. Chromosomal markers. Biogeographical distribution.
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1 INTRODUCAO

1.1  ASPECTOS GERAIS DOS GENEROS RINELORICARIA

A regido neotropical contém uma das ictiofaunas de agua doce mais diversa
do mundo, com cerca de 7.000 espécies de peixes conhecidas (ESCHMEYER,
2013). Na América Central e do Sul, os Ostariophysi sdo, sem duvida, 0 maior grupo
representado e, entre eles, a ordem Siluriformes apresenta a maior diversidade, com
3.601 espécies validas (revisado por ESCHMEYER, 2013), distribuidas em 37
familias. Entre os Siluriformes, a familia Loricariidae, cujos espécimes s&o
conhecidos como cascudos é a familia mais especiosa e compreende 870 espécies
(ESCHMEYER, 2013).

Existem trabalhos de revisdo de Loricariidae, iniciados com Eigenmann e
Eigemann (1890), que dividiram a familia em trés subfamilias (Loricariinae,
Hypoptopominae e Plecostominae). A partir dai, houve uma ampla andlise em
Loricariidae. Reis, Pereira e Armbruster (2006) publicaram uma versao amplamente
aceita de que a familia Loricariidae € composta por seis subfamilias: Lithogeneinae
(EIGENMANN, 1909), Delturinae (REIS; PEREIRA; ARMBRUSTER, 2006),
Neoplecostominae (REGAN, 1904), Hypoptopomatinae (EIGENMANN;
EIGENMANN, 1890), Hypostominae (KNER, 1853) e Loricarinae (BONAPARTE,
1831). Em um trabalho realizado a partir de analise de dados de origem molecular foi
proposta a elevacdo da categoria da tribo Otothyrini a subfamilia por Chiachio,
Oliveira e Montoya-Burgos (2008) com isso totalizando sete subfamilias: Delturinae,
Lithogeneinae, Loricariinae, Hypoptopomatinae, Hypostominae, Neoplecostominae e
Otothyrinae.  Segundo  Chiachio, Oliveira e  Montoya-Burgos (2008),
Hypoptopomatinae, Otothyrinae e Neoplecostominae mostram uma tendéncia
incomum de ficar nos limites do intervalo de distribuicdo ancestral.

Em recente revisdo, Eschmeyer (2013) adotou a classificagcdo de sete
subfamilias: Lithogeninae, Neoplecostominae, Hypoptomatinae, Loricariinae,
Hypostominae, Ancistrinae e Delturinae. Diante disso, a validade da composicao das
tribos e géneros dentro dessas subfamilias ainda necessita de estudos detalhados.

A subfamilia Loricariinae € a segunda mais numerosa dentro de Loricariidae,
com 45 géneros descritos (ESCHMEYER, 2013), onde se encontra o género

Rineloricaria. O monofiletismo da subfamilia Loricarinae possui alto suporte
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estatistico e ja foi apresentado por Py-Daniel (1997), Montoya-Burgos et al. (1998),
Armbruster (2004) e Chiachio et al. (2008).

Covain e Fish-Muller (2007) propuseram um dendograma para a subfamilia
Loricariinae. No primeiro grupo, os mais basais sdo os pertencentes a tribo Hartiini
(Harttia, Farlowella e Sturisoma) e os dois ultimos pertencentes a tribo Loricariini, 0s
quais sdo subdivididos em subgrupos morfolégicos (Loricarichthys, Rineloricaria,
Loricaria e Pseudohemiodon). No dendograma, os Loricariichthys sdo os mais
basais dentro da tribo e, portanto, intermediarios entre Hartiini e Loricariini.

E importante notar que, as andlises filogenéticas desse grupo, realizadas a
partir de dados moleculares presentes na literatura, também apontaram para a
posicdo basal do género Harttia (MONTOYA-BURGOS et al., 1998; COVAIN et al.,
2008), enquanto que, as filogenias baseadas em dados morfolégicos sustentam a
validade da tribo Hartiini, abrangendo Sturisoma, Sturisomatichthys, Farlowella,
Lamontichthys, Harttiella, Cteniloricaria e Pterosturisoma. Entretanto, em nenhuma
das analises morfoldgicas, as posicdes desses géneros sdo congruentes, 0 que
pode indicar, entre outras coisas, uma falta de caracteres que elucidem tais
relacdes.

O monofiletismo de Rineloricaria havia sido colocado em questao apenas por
Py-Daniel (1997). As relacdes entre Harttiini e Loricariini apresentados por Fichberg
(2008) corroboram os resultados de Py-Daniel (1997) em que estas tribos aparecem
como grupos-irmaos e confirmam o monofiletismo de Rineloricaria.

O género Rineloricaria € 0 mais rico em espécies da subfamilia Loricariinae,
apresentando 65 espécies nominais (REIS, KULLANDER, FERRARIS JUNIOR,
2003; FERRARIS JUNIOR, 2007; GHAZZI, 2008; FICHBERG; CHAMON, 2008;
INGENITO et al., 2008; RODRIGUEZ; REIS, 2008).

Os loricariines e possuem como sinapomorfias o pedunculo caudal longo e
bastante deprimido e a auséncia da nadadeira adiposa (COVAIN, 2005), além das
demais simplesiomorfias que definem os Loricaridae. Por serem bastante
achatados, sdo popularmente chamados de “acari’ e “cascudo chinelo”. Possuem o
habito de ficar sobre o substrato inorganico (rocha, cascalho, areia, silte etc.) ou
organico (madeira morta, residuos vegetais, etc.), ocupando desde ambientes l6ticos
(como exemplo Harttia) a Iénticos (como exemplo Loricariichthys). Sua distribuicéo é
bastante ampla, da Costa Rica até a Argentina. O habito alimentar € bastante

variado, sendo detritivoro, carnivoro ou herbivoro. Apresentam héabitos reprodutivos
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comportamentais, por exemplo, cuidado parental: os machos encubam o0s ovos sob
0 abdémen.

Rineloricaria € o maior género da subfamilia Loricariinae e, € o género que
apresenta confusfes taxonémicas dentro da subfamilia. Rineloricaria foi descrito em
1862 por Bleeker para acomodar Loricaria lima (Kner, 1853), porém ndo ha
informacBes concretas da localidade tipo (COVAIN; FISH-MULLER, 2007,
FICHBERG; CHAMON, 2008). Em 1980, Isbruicker (1980) tratou Hemiloricaria como
sindbnimo de Rineloricaria. Mais tarde, em 2001, o mesmo autor revalidou
Hemiloricaria e 24 espécies foram incluidas nesse género, 18 em Rineloricaria.

Ferraris et al. (2003) listou todas as espécies de Isbriicker et al. (2001) como
sinbnimos de Rineloricaria, porém Ferraris et al, (2007) acatou a divisao de
Rineloricaria em trés géneros novamente, revalidando Hemiloricaria, porém as
explicacbes taxondmicas ndo apoiaram tal decisdo. Somente Rodriguez e Reis
(2008) sugeriram uma explicacdo para apoiar que tanto Hemiloricaria e Rineloricaria
séo validos, com base nos caractéres morfoldgicos e distribuicdo das espécies.

Em resumo, Hemiloricaria corresponde a mais ampla distribuicdo dos géneros
Rineloricaria e Hemiloricaria, encontrado em toda a América do Sul, exceto na Bacia
do alto Parana e drenagens costeiras do Atlantico. Rodriguez e Reis (2008) afirmam
gue Rineloricaria encontram-se distribuido apenas ao longo da bacia do rio Parana e
drenagens costeiras do Atlantico desde o Uruguai até o Nordeste do Brasil. Os
géneros distinguem-se basicamente pela largura do corpo, raios da nadadeira
caudal ndo ramificados, sem filamento (exceto R. catamarcensis, R. kronei, R.
pentamaculata e R. strigilata) e regidao abdominal coberta por placas, cor castanho-
claro dentre outros caracteres. Essa classificagdo parece contribuir para a
compreensao da taxonomia do grupo, especialmente nas bacias do Leste, porém
ndo parece util para as espécies amazobnicas, jA que Fichiberg e Chamon (2008)
descreveram a espécie Rineloricaria osvaldoi, do rio Vermelho, bacia do rio Araguaia
e Py-Daniel e Fichberg (2008) descreveram R. daraha, do rio Darad, bacia do rio
Amazonas. Estas espécies residem na aréa geografica de Hemiloricaria, no entanto,
pertencem ao grupo Rineloricaria pela presenca do conjunto de caracteres
morfolégicos: largura do corpo, caracteristicas dimérficas e padrdo de cor. Os
autores afirmam serem necesséarias andlises filogenéticas para apoiar tal

identificacao.
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Recentemente, Vera-Alcaraz, Pavanelli e Zawadzki (2012) realizaram uma
revisdo taxondbmica e propuseram uma chave de identificacdo de espécies de
Rineloricaria da bacia do rio Paraguai, sendo encontradas nesta bacia cinco
espécies: R. aurata, R. cacerensis, R. hoehnei, R. parva, e R. lanceolata. Como nao
h& um consenso com relacéo a divisdo de Rineloricaria, 0s autores optaram por usar
0 arranjo proposto por Ferraris et al. (2007) até que seja publicada formalmente para
este género uma classificacdo baseada em abordagens cladisticas.

As falhas na descricdo do género permitem discussfes quanto as espécies
que o compdem, levando a ocorréncia de espécies sinbnimas, complexo de espécie,
demonstrando a necessidade de revisbes taxonémicas, filogenéticas e

biogeograficas a fim de esclarecer as relagbes do género Rineloricaria.

1.2 CARACTERISTICAS GERAIS DAS BACIAS DO ALTO PARANA, ATLANTICO SUL, URUGUAI E

ALTO PARAGUAI

Segundo Ribeiro, Lima e Menezes (2011), os eventos geoldgicos antigos
podem ter relevancia no entendimento da biogeografia dos peixes, pois, durante
este periodo (aproximadamente 500 milhées de anos atras), os continentes se
reuniam e originavam a maior parte das provincias estruturais presentes hoje no
continente sul-americano. Estas diferentes provincias constituem-se na maioria dos
Escudos Cristalinos, ou seja, a maior por¢cdo do atual continente sul-americano.
Ainda, segundo estes autores muitos dos eventos tectdnicos que se desenrolaram
posteriormente, muitos deles ativos, originaram importantes elementos da paisagem
sul-americana, tais como bacias tectdénicas modernas como o Pantanal e a
depressdo do Araguai-Tocantins, entre outras. Essas mudancas sao responsaveis
pela distribuicdo das espécies de peixes que se encontram amplamente distribuidas
ou isoladas.

As bacias hidrograficas brasileiras refletem o complexo quadro natural que
engloba o pais que possui uma variedade de aspectos. Por essa razao, a reuniao
das bacias fluviais passou por modificagdes, ao longo do tempo, formando diferentes
agrupamentos (CUNHA; GUERRA, 2006). A Politica Nacional de Recursos Hidricos
adotou a Divisdo Hidrografica Nacional estabelecida por CONEJO et al. (2005) que
sdo: bacia hidrografica Amazonica, Paraguai, Tocantins/Araguaia, Parnaiba,

Atlantico Nordeste Ocidental, Atlantico Nordeste Oriental, Sdo Francisco, Atlantico
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Leste, Atlantico Sudeste, Parana, Uruguai e Atlantico Sul (Figural). A extencéo do
territorio, associada a uma rede de coleta de dados hidrologicos/sedimentométrico
ainda insuficiente, tem dificultado conhecer o comportamento das bacias
hidrograficas (CUNHA; GUERRA, 2006). Existem ainda regides onde ndo h& postos
de coleta de dados, sendo rios ainda totalmente desconhecidos.

A biogeografia estuda a distribuicdo de animais e plantas nas &aguas
continentais incluindo os aspectos ecoldgicos recentes, a capacidade de adaptacao
dos respectivos grupos, a valéncia ecoldgica, e como fator muito importante, os
aspectos histérico-biogeograficos (SCHAFER, 1984). A caracteristica da distribuicéo
dos peixes leva a uma classificacdo regional em areas ictiogeograficas (Figura 2),
esse resultado reforca a interpretacdo de que uma regido liminozoogeogréfica ndo é
determinada unicamente pelas bacias dos grandes sistemas fluviais, mas também
pelos fatores historico-ecologicos, possibilitando, ou nado, a fixacdo de grupos de
animais e plantas em regides muito pequenas ou mais amplas (SCHAFER, 1984).

Dentro dessa grande variedade de rios que podem ser caracterizados por
intermédio de condi¢cdes morfoldgicas, hidrolégicas, climéaticas e biogeograficas, os
rios das regides tropicais da América do Sul merecem destaque. Por exemplo, na
bacia do Paraguai, o rio Paraguai (2.070 km) nasce no planalto central e apds curto
percurso penetra no Pantanal. Em certos trechos separa o Brasil da Bolivia e do
Paraguai e drena terrenos dos estados de Mato Grosso e Mato Grosso do Sul. Seus
principais afluentes sdo: S&o Lourenco, Taquari e Miranda (CUNHA, GUERRA,
2006).

O pantanal forma uma das areas de maior biodiversidade, recrutamento e
produtividade (NEIFF, 1990). Esta area foi formada pela dindmica das placas
tectdnicas, uma depressao tectbnica desenvolvida devido a reativacdes tectonicas
do pré-Cambriano. A bacia também engloba a extensa planicie do Chaco e parte da
Cordilheira dos Andes, susceptivel a estiagens severas pela predominancia de um
clima arido. O ciclo de vazantes e cheias € responséavel pela riqueza ecoldgica da
regido e por servicos ecossistémicos de alto valor, como a fertilizagdo dos campos
(PETRY et al., 2011).

Algumas espécies de peixes estdo incluidas em grupos de espécies ou
géneros amazonicos, Leporinus octomaculatus parece estar intimamente
relacionada a um subconjunto de espécies amazobnicas que inclui Leporinus

reticulatus e Leporinus guttatus, entre outros exemplos (RIBEIRO et al., 2013). A



19

ideia da relacdo entre a bacia Amazodnica e alto rio Paraguai ndo é nova, porém,
somente com a discussédo de Lima e Ribeiro (2011), essa relacéo historica foi melhor
compreendida. Segundo os autores, a distribuicdo de peixes de agua doce, através
do tempo, sdo muito distintas entre as porcdes do planalto e planicie das bacias
hidrograficas da América do Sul. Espécies de varzea tendem a apresentar ampla
distribuicAo em ambos os rios do Paraguai e bacia Amazoénica, e isso nao foi devido
a migracdo ou geodispersdo, mas sim consequéncia do rearranjo paliogeografico. A
antiga continuidade topografica do escudo cristalino brasileiro estendendo-se até o
limite sul do alto rio Paraguai, esse antigo planalto foi drenado pelas cabeceiras da
Amazonia.

O soerguimento dos Andes esta diretamente ligado a gradual inversdo da
direcdo do fluxo da corrente das bacias hidrograficas, como a bacia Amazonica, e 0
atual relevo da Cordilheira do Andes esta relacionado aos processos erosivos
atuantes que rebaixaram as superficies do entorno, e fornecem agua e sedimentos
para o pantanal. Outros fatores fundamentais que tém desempenhado um grande
papel na riqueza ictiolégica do continente, sao histérias tectdnicas da margem
costeira do Atlantico e as oscilagdes do nivel do mar relacionadas aos varios ciclos
glaciais do Plioceno e Holoceno. Processos de vicariancia e fenébmenos de
dispersdo, anteriormente separados por barreiras intransponiveis, levou a
diversificacdo ictiofaunistica como formas encontradas em ambas as placas da
Guiana e Brasil e as formas separadas por grandes barreiras montanhosas como a
Serra do Mar, sudeste Brasil (BRITO; MEUNIER; LEAL, 2007). A divisdo atual &
recente (cerca de 2,5 milhBes de anos atras) e a atual distribuicdo deste conjunto de
espécies foi possivelmente estabelecida em conjunto com a origem tectdnica do
Pantanal. H4 uma complexa cobertura vegetal e as produtividades sazonais dao
suporte ecoldgico para uma fauna diversa e abundante do Pantanal: 263 espécies
de peixes, 41 de anfibios, 113 de répteis, 463 de aves e 132 de mamiferos (apud
ALHO, 2008).

Outra bacia que merece destaque é a bacia do Parana, uma ampla regiao
sedimentar do continente sul-americano, mais antiga que a depressédo do Pantanal,
e incluem porgdes territoriais do Brasil meridional, Paraguai oriental, nordeste da
Argentina e norte do Uruguai, totalizando uma area que se aproxima dos 1,5 milhdo
de quildbmetros quadrados (MILANI et al., 2007). Segundo Maack (2002), a

subdivisdo em duas bacias de desaguamento da um cunho caracteristico ao aspecto
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dos sistemas hidrograficos do estado do Parana. Os rios de maior complexo
hidrogréafico correm para o interior do continente e pertencem a regido de captacao
do grande sistema do rio Parand e o complexo hidrografico menor desagua
diretamente no oceano Atlantico. O divisor de aguas entre o oceano Atlantico e a
bacia do Parana esta situado na regido das nascentes do rio Iguacu.

Galves, Shibatta e Jerep (2009) realizaram um levantamento dos estudos
relacionados a diversidade de peixes da bacia hidrografica do alto rio Parana,
considerada a mais investigada em termos de bacias hidrogréficas. Os autores
verificaram que a diversidade ictiofaunistica dos ambientes aquaticos ndo segue
uma regra geral de composicdo e distribuicdo, pois houve variacdo na diversidade
de peixes entre as diferentes bacias que compde a bacia do alto rio Parana, o que
permitiu aos autores inferir que o estabelecimento das espécies ndo depende
apenas de um fato em particular tal como a sua localizacdo. O estabelecimento das
espécies de peixes em um rio sdo reflexos dos conjuntos de fatores bioticos,
abidticos, fatores como disponibilidade de locais, de alimentacdo, reflgio e
reproducdo. (BENNEMANN; SHIBATTA; GARAVELLO, 2000).

Segundo Galves, Shibatta e Jerep (2009) as pesquisas nesses ambientes
foram intensificadas nos ultimos anos, mas ainda sdo necessarios novos estudos e
programas de monitoramento nos locais ja inventariados. Neste contexto destaca-se
o trabalho de Langeani et al. (2007), sobre a diversidade de peixes da bacia do alto
rio Parana, os quais inventariaram a regido como um todo, usando dados de
colecdes, literatura e realizacfes de novas coletas, e constataram que a diversidade
de peixes ja descritas em literatura foi de 310 espécies, e dezenas em fase de
descricdo. Dentre estes, a maior riqgueza € registrada nas ordens Siluriformes e
Characiformes, que respondem por cerca de 80% das espécies e compdem 0s
grupos dominantes na maior parte dos ambientes I6ticos do alto Parana. Um
resultado importante desse estudo foi o relato de que a maioria das espécies novas
€ proveniente de ambientes de pequeno volume de agua, reforcando a ideia de que
esses ambientes merecem atencao e prioridade nos estudos.

E possivel verificar a concentracdo de estudos nas regides de S&o Paulo e
Parand, mas ainda com muitas areas nao investigadas. No caso do Mato Grosso do
Sul, os estudos sdo recentes e escassos, enquanto que em Goias, Distrito Federal
(Brasilia) e Minas Gerais os estudos sao praticamente inexistentes ou nao foram
publicados (GALVES; SHIBATTA; JEREP, 2009).
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A bacia do Atlantico Sul (224.000km2) estende-se do sul do estado de Sao
Paulo até o arroio Chui, Rio Grande do Sul, e rios formam pequenas redes de
drenagem que lanca suas aguas diretamente no oceano Atlantico (CUNHA,;
GUERRA, 2006). A bacia do rio Tramandai representa uma pequena fracdo da bacia
do atlantico Sul e da diversidade biolégica Neotropical, com cerca de 100 espécies
de peixes de dgua doce conhecidas. A pesar desde pequeno numero comparado ao
numero total de espécies encontradas na regido Neotropical, a bacia do rio
Tramandai apresenta elevada diversidade bioldgica considerando sua pequena
extensdo (MALABARBA et. al., 2013).

Esta elevada riqueza de espécies em uma area geografica tdo reduzida pode
ser relacionada a diversidade de ambientes disponiveis bem como a origem histérica
distinta de seus componentes (MALABARBA et. al., 2013). Estes se dividem em
duas sub-regides principais, cada uma delas com uma composi¢do de ictiofauna
caracteristica: os rios e arroios da encosta da Serra Geral e os rios e lagoas da
Planicie Costeira e possuem, respectivamente, 155 e 106 espécies, entre descritas e
nao descritas (MALABARBA, 1989; MALABARBA,; ISAIA, 1992).

Os ambientes de agua doce da Serra Geral ocupam vales profundos erodidos
em derrames basdalticos de cerca de 125 a 138 milhdes de anos. Embora ndo haja
informacdes precisas quanto ao periodo de formagdo dos rios Maquiné e trés
Forquilhas, sua origem é muito mais antiga do que os ambientes da planicie costeira
(MALABARBA,; ISAIA, 1992). Os ambientes da Serra Geral compreendem pequenos
arroios formadores dos rios Maquiné e Trés Forquilhas nos Campos de cima da
Serra nos municipios de Itati, Maquiné e Sao Francisco de Paula. Varias espécies de
peixes da bacia do rio Tramandai tem sua distribuicdo, dentro da bacia, restrita a
esta sub-regido. Estas espécies, no entanto, ocorrem em outras bacias de rios
costeiros ao norte da bacia do rio Tramandai, nos vales dos rios Mampituba e
Ararangua na encosta da Serra Geral, estando completamente ausentes nas bacias
de rios localizadas ao sul do rio Tramandai. Esta distribuicdo evidencia uma origem
histérica comum da ictiofauna dos rios Maquiné e Trés Forquilhas no norte do estado
do Rio Grande do Sul com aqueles rios do sul do estado de Santa Catarina
(MALABARBA,; ISAIA, 1992).

Os ambientes de agua doce da Planicie Costeira (foz do rio Maquiné na lagoa
dos Quadros e uma série de lagoas) ocupam uma area que estava completamente

submersa ha 150.000 anos, quando o nivel do mar atingiu niveis 50m acima do nivel
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atual, tendo sido formada entre 60.000 e 6.000 anos no periodo da ultima glaciacao
em duas transgressfes oceanicas. Estes ambientes tém normalmente fundo de
areia ou lodo, a fauna de peixes encontrada nesses ambientes inclui desde espécies
de pequeno porte associadas aos banhados e pequenos lagos e arroios, até as de
grande porte e interesse comercial, encontradas nas zonas mais profundas das
lagoas e canais naturais. Diferentemente da ictiofauna dos rios da encosta da Serra
Geral, parte das espécies da ictiofauna dos corpos d’agua da planicie costeira sao
comuns aquelas registradas para a bacia da laguna dos Patos, ao sul da bacia do rio
Tramandai, evidenciando uma origem comum e mais recente deste componente da
ictiofauna. Apesar desta semelhanca, algumas espécies de peixes de agua doce
caracteristicas da planicie costeira do sistema do rio Tramandai ndo ocorrem na
bacia da laguna dos Patos, demonstrando o isolamento atual dos dois sistemas
hidrograficos (MALABARBA et al., 2013).

A grande dimensao e conexdo com o mar fazem da Laguna dos Patos um
recurso hidrico consideravel que, além de ser um local de reflgio e reproducéo de
diversas espécies de animais (CARVALHO; LACERDA; GRIEP, 2005), encontram-
se no centro do desenvolvimento econdmico do Estado do Rio Grande do Sul. As
aguas do Guaiba sao utilizadas para o abastecimento publico, esgotamento
sanitario, drenagem urbana, indUstria, agropecuaria, turismo, esporte e lazer, e
conseguentemente possuem muitos problemas ambientais (FLORES-LOPES, 2006).

De acordo com Malabarba et al. (2004) a bacia do Guaiba apresenta nas
suas imediacbes uma grande concentracdo urbana e industrial, recebendo
diretamente ou através de seus afluentes diversas contribuicdes de poluentes por
meio de despejos de efluentes industriais e domésticos. Regides do Lago Guaiba
como GasOmetro recebem as aguas provenientes dos rios Cai, Sinos e Gravatai.
Nesta regido € lancada toda a carga de esgotos da zona central da cidade de Porto
Alegre (FLORES-LOPES et al., 2001).

O Rio Grande do Sul destaca-se basicamente por dois cursos d’agua, os que
desaguam no Atlantico, ja discutido, e os que desaguam no rio Uruguai (VIEIRA,
1984). O rio Uruguai € formado da confluéncia do rio Pelotas com o rio Canoas, a
partir dai percorre um percurso de 2.200km de extensédo, até a sua foz no estuario
do rio da Prata. No inicio deste longo caminho, o rio Uruguai divide os Estados do
Rio Grande do Sul e Santa Catarina, em seu trecho nacional. Apds, em seu trecho

compartilhado, o rio Uruguai materializa a fronteira entre o Brasil e a Argentina; a
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seguir, deixa de banhar o territorio brasileiro, servindo de fronteira para o Uruguai e a
Argentina. A area total drenada pelo rio, que se configura na Bacia Hidrografica do
Rio Uruguai, € de cerca de 385.000km2, destes, 45% (ou seja, 174.412km2) estao
situados em territério nacional, o que corresponde a Regido Hidrogréafica do Uruguai,
apenas 2% do territério do pais (PLANO NACIONAL DE RECURSOS HIDRICOS,
2006).

No sistema do rio Uruguai, trabalhos com a comunidade ictiofaunistica sao
relativamente escassos e incipientes quando comparado aos rios Parana e Paraguai
(WEIS et al., 1983; BERTOLETTI, 1985; BOSSEMEYER et al. 1985; BERTOLETTI
et al. 1989; HAHN et al. 1997; DI PERSIA; NEIFF, 1980 apud COPATTI, ZANINI,
VALENTE, 2009). A complexa origem do rio Uruguai no Plioceno e no Pleistoceno
inferior (LATRUBESSE, STEVAUX, SINHA, 2005) pode ter colaborado de alguma
forma com a diversidade de peixes desta bacia. Todavia ndo é possivel afirmar com
certeza 0 que gerou a rigueza de espécies encontrada hoje no rio Uruguai. Eventos
naturais (geoldégicos e evolutivos), somados a enorme diversidade de habitats
existentes na regido, explicam a grande diversidade de espécies l4 encontrada.

1.3 ASPECTOS CITOGENETICOS DO GENERO RINELORICARIA

Os estudos cromossémicos realizados até o momento totalizam 15 espécies
de Rineloricaria de diferentes regides brasileiras, que foram reunidos na tabela 1, na
tentativa de ilustrar a diversidade cariotipica. Fica evidente que os estudos
concentram-se nas regides hidrograficas do sul e sudeste, sem estudos para este
género na regido centro-oeste, norte e nordeste.

Os representantes do género Rineloricaria destacam-se por apresentar uma
ampla variacdo no numero diploide (2n) de 36 cromossomos em Rineloricaria
latirostris (GIULIANO-CAETANO, 1998), a 70 cromossomos em Rineloricaria. sp. n.
(ALVES; OLIVEIRA; FORESTI, 2003) e Rineloricaria lima (ROSA et al. 2012).
Segundo Alves, Oliveira e Foresti (2003), a diferenca no namero diploide pode ser
devido a ocorréncia de grupos naturais ou alta taxa de evolucdo cariotipica, 0s
autores afirmam que o elevado numero diploide € acompanhado por um alto nimero
de acrocéntricos, sugerindo a ocorréncia de fissdes céntricas. Conforme Kavalco et
al. (2005) tanto fissGes, fusdes céntricas e inversdes pericéntricas podem estar

envolvidos na evolucédo cariotipica da subfamilia Loricariinae. Em R. latirostris foi
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descrito por Giuliano-Caetano (1998) um polimorfismo numérico e estrutural com a
ocorréncia de 11 citétipos diferentes, sugerindo a participacdo de eventos
Robertsonianos na evolucdo desta espécie.

Com base nas tendéncias da evolucao cariotipicas de Loricariinae € proposto
que fissbes céntricas a partir da condicdo ancestral de 2n=54 originaram as
variacbes no numero diploide (ARTONI; BERTOLLO, 2001; ALVES; OLIVEIRA;
FORESTI, 2003). Rosa et al. (2012) encontraram em R. lima uma variagao
cromossOmica de 66 a 70 cromossomos, sendo proposta mais de uma hip6tese para
explicar tal variacdo. A primeira hipotese sugere que fissdes a partir do cariétipo
ancestral de 2n=54 tenha originado o cariétipo com 70 cromossomos e que as
inUmeras fissdes podem ter originado cromossomos sem sequéncias teloméricas,
susceptiveis a degradacdo. A protecdo da extremidade cromossdmica pode ocorrer
pela captura da regido telomérica de outro cromossomo ou a adi¢éo de telébmero por
meio da atividade da telomerase. De acordo com os autores citados em R. lima
provaveis rearranjos estruturais estabilizaram as fissdes cromossémicas,
favorecendo o aparecimento de todos os outros caridtipos, até o de 66
Cromossomos.

A outra hipétese é que os pontos de fusdo apresentem filamentos de
cromatina que sdo indicativos de descondensacédo, genes de DNA repetitivo
fornecem pontos de fusdo devidos sua atividade de descondensacéo. Slijepcevic et
al. (1997) afirmam que a descondensacdo da cromatina telomérica pode levar a
fusdes cromossémicas, mesmo em telémeros longos. Segundo Rosa et al. (2012) a
presenca de sitios de DNAr 5S em acrocéntrico, por fusdo, poderia originar
cromossomos metacéntricos em R. lima e os autores sugerem que 0s rearranjos de
fusdo séo o principal mecanismo de estabilizacdo dos pontos de fissdo gerados. Isso
foi comprovado pela presenca de ITS (sitios intersticiais teloméricos) nas regides
pericentroméricas de alguns metacéntricos em R. lima, e Seus Ccromossomos
derivados, bem como a fusdo de cromossomos transportando DNAr 5S na regido
terminal, formando metacéntricos e seus cromossomos derivados.

Porto (2012) observou em R. lanceolata polimorfismo cromossdémico numeérico
e estrutural, bem como um polimorfismo de RON. O namero diploide variou de 45 a
48, sendo identificados 10 cit6tipos. Para explicar tal polimorfismo foram sugeridos

fusdo céntrica, fusdo em tandem, inversao pericéntrica e cruzamentos aleatorios.
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A regido organizadora de nucléolo (RON) em Loricariideos é frequentemente
descrita por muitos autores como Alves, Oliveira, Foresti (2003), Maia et al., (2010),
Porto; Portela-Castro; Martins-Santos (2011) localizada em posi¢cdo terminal e em
um unico par (RON simples), porém, nem sempre esta no mesmo par cromossémico
do complemento nas diferentes espécies. Giuliano-Caetano (1998) descreveu o
primeiro caso de RON na posic¢ao intersticial em R. latirostris, que foi confirmado por
Rodrigues (2010), de RONs multiplas ja foram descritas em R. pentamaculata
(PORTO; PORTELA-CASTRO; MARTINS-SANTOS, 2011) e R. lanceolata (PORTO,
2012). E comum, também para este género RONs com e sem polimorfismo de
tamanho sendo bem documentados por diversos autores como por Maia et al. (2010)
em R. pentamaculata. A associagcdo das RONs com as regifes heterocromaticas
também é comum para o género, além de apresentar heterocromatina distribuida
nas regides pericentroméricas.

Porto, Portela-Castro e Martins-Santos (2011) encontraram um polimorfismo
intrapopulacional em R. pentamaculata, e com base no padrdo do bandamento C foi
proposto dois eventos para explicar tal variacdo. Primeiro, ndo-disjuncdo meiotica,
segundo a fusdo céntrica foram sugeridos como responsaveis pela formacdo do
cromossomo submetacéntrico do par 28 heteromdérfico. Porto, Portela-Castro e
Martins-Santos (2010) estudando a mesma populacdo de R. pentamaculata
descreveu o primeiro caso de cromossomo B para este género, presente tanto no
cariomérfo padrdo, quanto no cariomérfo com o par heteromorfico. Camacho,
Sharbel e Beukeboom (2000) propde que o cromossomo B seja um produto
secundéario da evolucdo do caridtipo padrdo, ou seja, derivados a partir de
polissomia de cromossomos A, por fragmentos céntricos resultantes da fusdo de
cromossomos A ou amplificacdo de um fragmento da regido pericentromérica de um
cromossomo A. Assim, foi proposto que fragmentos céntricos provenientes de
rearranjos cromossémicos formaram o par heteromérfico em R. pentamaculata,
podendo ser responsavel pela origem dos microcromossomos B observados. Dessa
forma podemos observar que o polirmorfismo numérico também pode ou néo estar
relacionado com a presenca de cromossomos Bs, além de também apresenta
polirmorfismo estrutural.

Rodrigues (2010) analisou nove espécies de Rineloricaria oriundos da bacia
do Alto Parand e drenagens costeiras (tabela 1). Das populacbes analisadas,

algumas ja foram caracterizadas citogeneticamente, como é o caso de R. latirostris e
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Rineloricaria sp. n. Os cariomérfos descritos neste trabalho confirma os dados de
Giuliano-Caetano (1998) sobre constituicdo cariotipica de parte das populagdes,
localizacdo de regides organizadoras de nucléolo (RON), posicdo de
heterocromatina, além da RONs heteromorficas encontradas em R. latirostris.

Alves, Oliveira e Foresti (2003) ja haviam descrito o cariétipo de Rineloricaria
sp. n com 70 cromossomos, porém a diferenca entre esses autores e Rodrigues
(2010) esta na classificacdo cariotipica, pois Alves, Oliveira e Foresti (2003)
considerarasm a constricdo secundaria do par portador das RONs na classificacao
dos cromossomos tendo 2 cromossomos metacéntricos e 68 acrocéntricos, ja
Rodrigues (2010) ndo considerou a constricdo e classificou todos os 70
cromossomos como subtelo-acrocéntricos. O fato de levar em conta ou ndo a
constricdo secundaria pode explicar as diferencas nos resultados na constituicao
cariotipica (RODRIGUES, 2010).

Maia et al. (2010) analisaram trés espécies de Rineloricaria e encontraram em
R. cadeae o numero diploide de 64, diferindo do encontrado por Alves et al (2003)
que foi de 66 cromossomos, ambos os trabalhos foram realizados com exemplares
coletados na localidade tipo. Maia et al. (2010) também descreveram para R.
strigilata 68 cromossomos sendo que Rodrigues (2010) encontrou 70 cromossomos,
porém somente Maia et al. (2010) coletaram na localidade tipo. Os dados
encontrados para R. pentamaculata, também por Maia et al. (2010) confimam os
dados obtidos por Porto; Portela-Castro; Martins-Santos (2010), Porto; Portela-
Castro; Martins-Santos (2011) para esta espécie (tabela 1).

As regifes heterocromaticas descritas para este género sdo localizadas nas
regides pericentroméricas e colocalizadas a RON. Os estudos com coloracdo por
fluorocromos CMA3; e DAPI indentificaram que regides ricas em CG, geralmente, séo
coincidentes com as RONs (GIULIANO-CAETANO, 1998; PORTO; PORTELA-
CASTRO; MARTINS-SANTOS, 2010; MAIA et al., 2010).

O uso de hibridagéo fluorescente in situ (FISH) foi realizado até o momento
com sondas de DNAr 18S e 5S e sonda de sequéncia telomérica. Porto; Portela-
Castro; Martins-Santos (2011) encontraram sitios de DNA 18S correspondentes as
marcacOes com nitrato de prata em R. pentamaculata confirmando o padrédo de RON
simples e confirmaram o primeiro caso de RONs multiplas. Mendes-Neto (2008)
determinou a localizacéo do gene ribossomal 5S na regido pericentromérica de dois

pares, um de tamanho médio e o outro pequeno em Rineloricaria cf. latirostris. Rosa
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et al. (2012) utilizaram sonda telomérica e DNAr 5S em Rineloricaria lima como uma
ferramenta para ajudar a caracterizar a espécie e entender 0S mecanismos
envolvidos na diversificagdo deste grupo.

As espécies de Rineloricaria, de acordo com dados da literatura (Tabela 1),
apresentam polimorfismos cromossomicos intrapopulacionais e foram, descritas em
sua maioria, para a bacia do Alto Parana. Os representantes do género Rineloricaria
nao sao migradores e apresentam habitos sedentarios, habitando pequenos riachos
de pouca profundidade e forte correnteza. Sendo assim, os rios de maior vazao
funcionam como barreiras para essas populacdes, isolando-as em rios de menor
porte e facilitando eventos de vicariancia, podendo levar a um evendo de especiagao
alopatrico e endemismo (RODRIGUES, 2010).

Limeira, Renesto e Zawadzki (2009) realizaram comparacdo aloenzimatica
em um morfotipo de R. pentamaculata, do rio Keller no trecho médio da bacia do rio
fvai e em outro, Rineloricaria aff. pentamaculata, do rio S&o Jo&o, na por¢éo superior
da bacia do rio ivai. As duas amostras diferem em frequéncias alélicas em trés locus
polimérficos e, também, morfologicamente, sendo que as bacias séo isoladas
geograficamente e € provavel, segundo os autores, que ambas as populacbes
representem espécies status nascendi, ou seja, em pocesso de especiacao.

Diante deste cenario, este trabalho realizou uma andlise citogenética em
exemplares de Rineloricaria capturados em diferentes bacias hidrogréaficas do Brasil,
comparando os dados obtidos com aqueles da literatura, buscando contribuir com a
taxonomia, biogeografia ao entendimento dos mecanismos de evolucdo cariotipica

do género.
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Figura 1 — Areas ictiogeograficas da América do Sul: 1-Dominio Magdalena; 2-
Provincia Maracaibo; 3-Provincia Costa do Caribe; 4-Provincia Orinoquo;
5-Provincia Trindade; 6-Provincia Guianense; 7-Provincia Amazonense;
8-Provincia Nor-Pacifica; 9-Provincia Guianas; 10-Provincia Nor-Andina;
11-Titicaca; 12-Sul-Andino Guiana; 13-Provincia Alto Paraguai; 14-
Provincia Anto Parand; 15-Provincia Parano-Platence; 16-Provincia
Nordeste do Brasil; 17-Procincia do rio Sado Francisco; 18-Provincia rios
costeiros Sudoeste do Brasil; 19-Provincia Chilena; 20-Provincia
Patagbnia (SCHAFER, 1984).
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Tabela 1 — Dados cromossémicos de espécies de Rineloricaria disponiveis na literatura e seus respectivos locais de coleta
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ESPECIE LOCALIDADE-ESTADO 2n FORMULA BC RONs REFERENCIAS.
CARIOTIPICA
Bacia do Atlantico Sul
R. cadeae Lago Guaiba-Rio Grande do Sul 64 2m-sm+62st-a RP,CS, Terminal (par 2) Maia et al. 2010
Lago Guaiba- Rio Grande do Sul 66 2m-sm+64st-a RP,CS, Terminal (par 9) Alves; Oliveira; Foresti, 2003
R. strigilata Rio Forquetinha- Rio Grande do Sul 68 6m-sm+62st-a RP,CS, Terminal (par 9) Maia et al. 2010
R. kronei Rio Itapocu-Santa Catarina 64 6m-sm+48st-a RP,CS, Terminal (par 5) Alves; Oliveira; Foresti, 2003
Bacia do Atlantico Sudeste
R. cf. nigricauda Ribeirdo Bonito-RJ 70 70st-a RP,CS, Terminal (par 4) Rodrigues, 2010
Rineloricaria sp.1 Rio Sao José-RJ 62 2m-sm+60st-a RP,CS, Terminal (par 2) Rodrigues, 2010
Rineloricaria sp.2 Rio Paraiba do Sul-RJ 62 2m-sm+60st-a RP,CS, Terminal (par 2) Rodrigues, 2010
62 4m-sm+ 58 st-a RP,CS, Terminal (par 3) Rodrigues, 2010
62 8m-sm+ 54st-a RP,CS, Terminal (par 5) Rodrigues, 2010
Rineloricaria sp.3 Corrego Passa Vinte-SP 62 8m-sm+54st-a RP,CS, Terminal (par 5) Rodrigues, 2010
Rineloricaria sp.4 Rio Jurumirim-RJ 64 6m-sm+58st-a RP,CS, Terminal (par 5) Rodrigues, 2010
Rineloricaria sp.5 Riacho da Baia de Paranagua-PR 68 2m-sm+66st-a RP,CS, Terminal (par 3) Rodrigues, 2010
Rineloricaria sp.n Rio Jucupiranga-SP 68 3m-sm+65st-a RP,CS, Terminal (par 4) Rodrigues, 2010
70 70st-a RP,CS, Terminal (par 2) Rodrigues, 2010
Rio Betari-SP 70 70st-a RP,CS, Terminal (par 1) Rodrigues, 2010
R. cf. latirostris Rio Séo Francisco-MG 48 14m-sm+34st-a RP,CS, Terminal (par 10) Mendes-Neto, 2008
Bacia do alto Parana
R. latirostris Rio Mogi-guagu-SP 36 24m-sm+12st-a RP,CS, Intersticial (par 2) Giuliano-Caetano, 1998
37 23m-sm+14st-a RP,CS, Intersticial Giuliano-Caetano, 1998
38 22m-sm+16st-a RP,CS, Intersticial Giuliano-Caetano, 1998
39 21m-sm+18st-a RP,CS, Intersticial Giuliano-Caetano, 1998
40 20m-sm+20st-a RP,CS, Intersticial Giuliano-Caetano, 1998
40 20m-sm+20st-a RP,CS, Intersticial Rodrigues, 2010
Rio Passa Cinco-SP 44 16m-sm+28a RP,CS, Intersticial (par 2) Giuliano-Caetano, 1998
44 14m-sm+30a RP,CS, Intersticial Giuliano-Caetano, 1998
44 15m-sm+29a RP,CS, Intersticial Giuliano-Caetano, 1998
44 17m-sm+27a RP,CS, Intersticial Giuliano-Caetano, 1998
44 13m+1sm+30a RP,CS, Intersticial Giuliano-Caetano, 1998
44 10m+4sm+30a RP,CS, Intersticial Giuliano-Caetano, 1998
44 10m+3sm+31la RP,CS, Intersticial Giuliano-Caetano, 1998
44 16m+28a RP,CS, Intersticial Giuliano-Caetano, 1998
45 15m+30a RP,CS, Intersticial Giuliano-Caetano, 1998
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46 14m+32a RP,CS, Intersticial Giuliano-Caetano, 1998
46 10m+4sm+32a RP,CS, Intersticial Rodrigues, 2010
47 13m+34a RP,CS, Intersticial Giuliano-Caetano, 1998
Ribeirdo Trés Bocas-PR 43 17m+23a RP,CS, Intersticial Giuliano-Caetano, 1998
44 16m+28a RP,CS, Intersticial Giuliano-Caetano, 1998
46 14m+32a RP,CS Intersticial Giuliano-Caetano, 1998
47 13m+34a RP,CS Intersticial Giuliano-Caetano, 1998
48 12m+36a RP,CS Intersticial Giuliano-Caetano, 1998
R. pentamaculata Rio Taquaral-SP 58 4m-sm+54st-a RP,CS Terminal (par 3) Rodrigues, 2010
Rio Jacucaca-PR 56 8m-sm+48st-a RP,CS Terminal (par 5) Maia et al. 2010
Rio Keller-PR 56 8m-sm+48st-a RP,CS Terminal (par 5) Porto; Portela-Castro; Martins-Santos,
2011
Cérrego Tatupeba-PR 56 8m-sm+48st-a RP,CS Mudltiplas: pares 5 e 8 Porto; Portela-Castro; Martins-Santos,
2011
Rio Taua-PR 56 8m-sm+48st-a RP,CS Terminal (par 5) Porto; Portela-Castro; Martins-Santos,
Cromossomos B 2011
(2-4)
Rineloricaria lima Ribeirdo da Areia-PR e Rio Agungui-PR 66 3m-sm+63a RP,CS Terminal (par:3) Rosa et al. 2012
68 4m-sm+ 64a RP,CS Terminal (par 3) Rosa et al. 2012
68 2m-sm+66a RP,CS Terminal (par 2) Rosa et al. 2012
69 2m-sm+67a RP,CS Terminal (par 2) Rosa et al. 2012
69 1m+68a RP,CS Terminal (par 2) Rosa et al. 2012
70 2m+68a RP,CS Terminal (par 2) Rosa et al. 2012
Bacia do alto Paraguai
Rineloricaria Corrego do Onga-MS 45 4m+2sm+2st+37a RP, CS, | Terminal, Intersticial Porto, 2012
lanceolata 46 3m+2sm+2st+39a RP, CS, | Terminal, Intersticial Porto, 2012
46 4m+2sm+2st+38a RP, CS, | Terminal, Intersticial Porto, 2012
46 2m+2sm+2st+40a RP, CS, | Terminal, Intersticial Porto, 2012
47 4m+1sm+2st+40a RP, CS, | Terminal, Intersticial Porto, 2012
47 3m+1sm+2st+41a RP, CS, | Terminal, Intersticial Porto, 2012
47 2m+1sm+2st+42a RP, CS, | Terminal, Intersticial Porto, 2012
48 4m+2st+42a RP, CS, | Terminal, Intersticial Porto, 2012
48 3m+2st+43a RP, CS, | Terminal, Intersticial Porto, 2012
48 3m+2sm+2st+41a RP, CS, | Terminal, Intersticial Porto, 2012

2n=numero dipoide, BC=bandamento C, RP=regido pericentromérica, CS=constri¢cdo secundaria, I=regido intersticial, RON=regido organizadora de nucléolo
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho tem como objetivo geral caracterizar citogeneticamente
diferentes espécies da subfamilia Loricariinae, descrevendo as caracteristicas
cromossOmicas e verificar se existem padrdes cariotipicos associados as diversas

regides geograficas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Analisar os cromossomos mitéticos das espécies coletadas do género
Rineloricaria a fim de determinar seu nimero diploide e férmula cariotipica;

- Detectar as regides organizadoras de nucléolos e a distribuicdo da
heterocromatina para determinar seu padrdo de distribuicdo nas espécies e definir
possiveis marcadores;

- Evidenciar regies cromossOmicas ricas em pares de bases GC e AT a fim
de determinar a constituicdo das regibes organizadoras de nucléolo e regibes
heterocromaticas;

- Localizar os sitios ribossémicos 18S e 5S a fim de determinar possiveis
marcadores para 0 grupo;

- Definir um padréo biogeografico e cromossémico;

- Contribuir com mais dados citogenéticos para o género Rineloricaria para

um melhor entendimento da sua estrutura e evolugéo cariotipicas.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL E LOocAIS DE COLETA

Foram nove espécies pertencentes ao género Rineloricaria de diferentes

bacias hidrograficas (tabela 2).

Bacia do alto Parana (Parana)

¢ Rineloricaria pentamaculata coletada no ribeirdo Jacucaca (afluente do rio
Tibagi);

¢ Rineloricaria pentamaculata coletada no ribeirdo Queixada (afluente do rio

Ivai).

Bacia do rio Tramandai (Rio Grande do Sul)
¢ Rineloricaria aequelicuspis foi coletada no rio Maquiné;
¢ Rineloricaria strigilata foi coletada na lagoa da Cerquinha e

¢ Rineloricaria quadrensis na lagoa dos Quadros.

Bacia da Laguna dos Patos (Rio Grande do Sul)
e Rineloricaria microlepidogaster, Rineloricaria cadeae e Rineloricaria

malabarbai foram coletadas no rio Forquetinha.

Bacia do alto Paraguai (Mato Grosso do Sul)
¢ Rineloricaria parva foi coletada no rio Miranda, localizado no Pantanal sul
Matogrossense.

Bacia do Uruguai (Misioses, Argentina)

¢ Rineloricaria cf. reisi., coletada no arroio Chimiray, no municipio de Azara,
provincia de Misiones (ARG)

(figura 3 e figura 4).

As espécies foram tombadas no Museu de Zoologia da Universidade Estadual

de Londrina.



Tabela 2 — Lista de espécies analisadas, com dados de locais de coleta e coordenadas geograficas

Espécie Localidade Municipio Coordenadas
Sul (S) Oeste (W)
Bacia do alto Parana
) o ribeirdo Jacucaca Califérnia-Parana 23°38'18.5” 51°20'44.9”
Rineloricaria pentamaculata o o i
ribeirdo Quexada Borrazépilis-Parana 23°56'9.65" 51°39'26.08"
Bacia do alto Paraguai
R. parva rio Miranda Corumba-Mato Grosso do Sul 19°34'36.88” 57°01'5.87"
Bacia do rio Tramandai
R. aequalicuspis rio Maquiné Magquiné-Rio Grande do Sul 29°39'10.4" 50012'31.8"
R. strigilata lagoa da Cerquinha Cidreira- Rio Grande do Sul 30°13'56.52" 50°15'40.93"
) Capéo da Canoa- Rio Grande do
R. quadransis lagoa dos Quadros sul 29°44'42.8" 50°06'54.3"
u
Bacia da Laguna dos Patos
) ) . . Canudos do Vale- Rio Grande do
R. microlepidogaster rio Forgquetinha sul 29024'22.4" 52°03'19.2"
u
) ) Canudos do Vale- Rio Grande do
R. cadeae rio Forquetinha sul 29024'22 .4 52°03'19.2”
u
) ) ) Canudos do Vale- Rio Grande do
R. malabarbai rio Forquetinha sul 29024'22.4” 52°03'19.2”
u
Bacia do rio Uruguai
Rineloricaria cf. reisi Arroio Chimiray Missiones-ARG 28°08'00.76" 55°36'36.79"
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METODOS

Obtencdo de Cromossomos Mitoticos

A técnica utilizada foi adaptada para peixes por Bertollo, Takahashi e Moreira-

Filho (1978) que consiste em:

a)

b)

d)

f)

9)

h)

)

K)

Injetar intraperitonialmente, solugdo aquosa de colchicina a 0,025% na
propor¢cao de 1mL/100g de peso do animal.

Observacéo: antes do sacrificio, o animal € anestesiado com benzocaina
(15ml de solucéo estoque em 5L de agua)

Deixar o peixe em aquario bem aerado, por um periodo de 50’, sacrificando-o
em seguida e retirando a por¢ao do rim posterior.

Lavar o material retirado em solucdo hipoténica de KCI a 0,075M,
transferindo-o para uma pequena cuba de vidro contendo 6 mL dessa
solugéo.

Divulsionar o material com pincas de dissecacdo para separacdo de células,
completando esse processo com uma seringa hipodérmica desprovida de
agulha, através de movimentos de aspiracao e expiracdo do material.

Colocar a solucao obtida em estufa a 36-37 °C por 20 minutos.

Ressuspender o material com o auxilio de uma pipeta Pauster, transferindo
em seguida para o tubo de centrifuga, desprezando os blocos de tecidos néo
desfeitos.

Centrifugar durante 10 minutos, a 800-1000 rpm e, em seguida, descartar o
sobrenadante, com o auxilio de uma pipeta Pauster.

Adicionar, vagarosamente, 5 a 6 mL de fixador (metanol e acido acético 3:1)
gelado, deixando-o escorrer através de paredes do tubo.

Ressuspender o material, com o auxilio da pipeta Pauster, centrifugando por
mais 10 minutos com a mesma rotacao descrita no item 7.

Repetir os itens 8 e 9 por 2 vezes. Apos a ultima centrifugacéo e eliminagao
do sobrenadante adicionar 1 a 2 mL de fixador, dependendo da quantidade
de sedimento e ressuspender bem o material.

Pingar duas gotas de suspensao, sobre diferentes regibes de uma lamina
limpa e seca.

Deixar diretamente ao ar para completar a secagem.
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m) Corar com Giemsa 5% diluido em tampéao fosfato pH 6,8 por 10 minutos e
lavar com agua destilada.

n) Secar ao ar.

3.2.2 Classificacdo Cromossomica

Os cromossomos homoélogos foram pareados e dispostos em grupos
(metacéntricos, submetacéntricos e subtelocéntricos) conforme a relacdo de bracos,
segundo Levan, Fredga e Sanderg (1964). O limite da relacao de bracos (RB), braco

maior/braco menor, estabelecido é o seguinte:

RB=1,00-1,70 metacéntrico (m);
RB=1,71-3,00 submetacéntrico (sm);
RB=3,01-7,00 subtelocéntrico (st);
RB=>7,00 acrocéntrico (a)

Os cromossomos m-sm e st-a foram agrupados conforme estudos
citogenéticos anteriores em Loricaridae (ARTONI; BERTOLLO, 2001; RUBERT;
ZAWADZKI; GIULIANO-CAETANO, 2008). Os cromossomos foram analisados em
microscépio Leica DM 2000. Para a captura das imagens foi utilizado o software
Motic Image Plus 2.0.

3.2.3 Deteccao das Regides Organizadoras de Nucléolos (RONSs)

A deteccdo das regides organizadoras de nucléolos foi feita conforme a
técnica descrita por Howell e Black (1980), como se segue:

a) Pingar sobre a lamina, preparada conforme a técnica adotada para
cromossomos mitoticos, 1 gota de solugdo aquosa de gelatina a 2% (1 g de
gelatina em 50 mL de H,0O destilada mais 0,5 mL de &cido férmico).

b) Adicionar, sobre a gota anterior, 2 gotas de solu¢cdo aquosa de nitrato de
prata a 50% (0,5 g AgNO3 em 1 mL de H,O destilada). Misturar bem e cobrir
com laminula.

c) Incubar em estufa a 60 °C, por um periodo de aproximadamente 5 minutos,

para que as laminas adquiram uma coloracao marrom dourada.



d)

e)

3.24
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Retirar da estufa e remover a laminula com a ajuda de um jato de agua
destilada.
Deixar secar ao ar.

Deteccao da Regido de Heterocromatina (Banda C)

Para o estudo da heterocromatina foi utilizada a técnica descrita por Sumner

(1972), com algumas modifica¢des:

a)

b)
c)

d)
e)

f)
¢))
h)

)

3.25

Tratar a lamina contendo cromossomos mitéticos com uma solucédo de HCI
0,2N a temperatura ambiente, durante 15 ou 30 minutos.

Lavar em agua deionizada e secar ao ar.

Submergir as laminas numa cuba contendo solucdo de hidréxido de bario a
5% por 10 a 60 segundos, a 60 °C.

Lavar em solucéo de HCI 0,2N.

Lavar em agua deionizada e secar ao ar.

Incubar as laminas numa solucao salina de 2xSSC, aquecida por 45 minutos
a 60°C.

Lavar em agua deionizada e secar ao ar.

Corar com Giemsa a 5%, em tampao fosfato pH 6,8 durante 5 minutos.

Lavar em agua deionizada e secar ao ar.

Dupla Coloracdo CMA3/DAPI

A técnica utilizada foi descrita por Schweizer (1980) com algumas

modificacdes:

a)

b)
c)

d)
e)

f)

Colocar cerca de 40 pl de solucédo de cromomicina (CMAg) sobre cada lamina,
cobrir com uma laminula e deixar por 1 hora;

Escorrer a laminula e lavar com agua. Secar levemente;

Colocar cerca de 40 ul de solugcdo DAPI 0,2 pug/ml sobre cada lamina, cobrir
com uma laminula e deixar por 15 minutos;

Escorrer a laminula e lavar com agua.

Deixar a lamina secar ao ar.

Cobrir com laminula em meio de montagem glicerol/Mcllvaine. Esperar de 3 a

15 dias para analisar.



37

3.2.6 Hibridacéo in situ por Fluorescéncia — FISH

O protocolo descrito a seguir foi baseado nos procedimentos adotados por
Pinkel et al. (1986), com modificagdes.

3.2.7 PreparacOes de Laminas

- Desidratar em série de etanol 70% e 100%, 5 minutos cada e logo apds secar ao

ar.

3.2.7.1 Tratamento com RNAse

o Colocar 90 puL de RNAse uso (0,4% RNAse/2xSSC) em cada lamina, cobrir
com uma laminula plastica e incubar a 37°C por uma hora em camara umida.
RNAse uso: - 0,4 uL de RNAse estoque (10mg/mL) x n°® de laminas - 100 pL de

2XxSSC x n° de laminas

o Lavar as laminas em 2xSSC por 10 minutos a temperatura ambiente no
agitador.
o Lavar as laminas em paraformaldeido 4% a temperatura ambiente, por 10

minutos no agitador.

o Descartar o paraformaldeido no vidro de descarte apropriado e colocar
novamente 2xSSC, por 10 minutos, no agitador.

o Descartar o 2xSSC e colocar 1xPBS, por 5 minutos, no agitador.

o Descartar o 1xPBS e colocar alcool etilico 70% por 5 minutos, no agitador.

o Descartar o alcool 70% e colocar o alcool 100% por 5 minutos, ndo precisa
agitar.

o Descartar o alcool 100% e deixar as laminas secando a temperatura ambiente

por no minimo 30 min ou no maximo 3 horas.
o Preparar o mix de hibridacéo.
Mix de Hibridagcdo: (quantidade suficiente para uma lamina)
Em um tubo Eppendorf 0,6 mL adicionar:
-7,5 pL da sonda marcada,

-30 pL de formamida (concentracéao final 50%),
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-12 pL de sulfato de dextrano 50% (concentracgéo final 10%)

-10,5 pL de 20xSSC
o Desnaturar as laminas em formamida 70%*** a 70° C por 4 minutos.
Formamida 70%: - 24,5 mL Formamida

- 10,5 mL 2xSSC

o Imediatamente desidratar as laminas em série de etanol 50% e 100% por 5
minutos cada, ambas no gelo. Deixar secar ao ar.
o Colocar o mix de hibridacdo no banho-maria previamente aquecido a 80°C,
por 10 minutos.

o Retirar e colocar imediatamente no gelo até o uso (no minimo 10 minutos).

3.2.7.2 Hibridacao

- Colocar 50 pL do mix de hibridagédo sob laminula de vidro, colocando em seguida o
lado da lamina com o material em contato com a laminula. Incubar as laminas de

maneira invertida (laminula para baixo) em camara umida a 37°C, overnight.

3.2.7.3 Lavagens poés-hibridacao:

- Colocar as solucBes de 2xSSC e 1xPBS no banho-maria para aquecer a 45°C.
Preparar solugcéo de 1xPBD.
1xPBD (para 1000 mL). Quantidade calculada para lavagem de 4 |aminas

* 200 mL 20xSSC;

* 6 mL Triton 100;

* 10 g de leite em p6 desnatado;

» 800 mL agua destilada gsp. 100; pH 7,0
- Lavar as laminas em 2xSSC aquecido a 45°C por 5 minutos com agitacéo, repetir
mais uma vez essa lavagem.

- Lavar as laminas em 1x PBS aquecido a 45°C por 10 minutos com agitagéo.

3.2.7.4 Deteccao e amplificacéo do sinal

- Incubar as laminas em 1xPBD.

- Colocar 50 pL da solucéo de detecgéo sobre uma laminula de plastico.
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Solucéo de deteccdo avidina-FITC (quantidade por lamina):

5 uL de FITC (1:100) + 45uL de BSA 5% x n° laminas

*para Double FISH:

0,25 uL de anti-Digoxigenina + 5 yL de FITC (1:100) + 44,75 pL de BSA 5% x n°
laminas

- Inverter a lamina sobre esta laminula e deixar por 1 hora em camara umida a 37°C;
- Remover a laminula e lavar 3 vezes em 1xPBD a 45°C, por 5 minutos, NO
ESCURO.

3.2.7.5 Caso deseje amplificar o sinal

- Incubar com 40 pL de anti-avidina-biotina conjugada (1,0 pL anti-avidina + 39 pL 1x
PBD) por lamina durante 20 minutos em camara Umida e escura, a 37°C

Remover a laminula e lavar 3 vezes em 1xPBD a 45°C, por 5 minutos, NO
ESCURO.

- Sobre uma laminula colocar 3,5 pL de FITC (1:100) + 46,5 uL de BSA 5%.

Inverter a lamina sobre esta laminula e deixar por 20 minutos em camara Umida a
37°C;

- Remover a laminula e lavar 3 vezes em 1xPBD a 45°C, por 5 minutos, NO
ESCURO.

3.2.7.6 Montagem das laminas
Incubar a lamina em 1xPBD até a montagem. Na proporcdo de 25uL de meio

de montagem DABCO + 1pL de MgCl, 50mM + 1uL de solucédo de lodeto de
Propidio (50ug/mL); ou 1 uL DAPI (2ug/mL) por lamina. Guardar no escuro a 4°C.
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Figura 3 — Locais onde foram feitas as coletas. Rio Miranda (bacia do rio Paraguai), ribeirdo Jacucaca (bacia do rio Tibagi),
ribeirdo Quexada (bacia do rio lvai), arroio Chimiray (bacia do rio Uruguai), rio Forquetinha (bacia da Laguna dos
Patos), rio Maquiné (bacia do rio Tramandai), lagoa dos Quadros (bacia do rio Tramandai) e lagoa Cerquinha (bacia do
rio Tramandai).
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Figura 4 — Exemplares das espécies estudadas do género Rineloricaria e
Sturisoma. Em a: R. pentamaculata; b: R. aequalicuspis; c: R. strigilata;
d: R. microlepidogaster; e: R. cadeae; f: R. quadrensis, g: R. malabarbai,
h: R. parva, i: S. robustum
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CAPITULO 1

ASPECTOS BIOGEOGRAFICOS ASSOCIADOS A
DADOS CROMOSSOMICOS DE Rineloricaria
(OSTEICHTHYES, SILURIFORMES, LORICARIIDAE)
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ASPECTOS BIOGEOGRAFICOS ASSOCIADOS A DADOS CROMOSSOMICOS
DE Rineloricaria (OSTEICHTHYES, SILURIFORMES, LORICARIIDAE)

Natéalia Bortholazzi Venturelli*, Fabio Hiroshi Takaguil, M6nica Sénia Rodriguez?,

Lucia Giuliano-Caetano!

RESuUMO:

O género Rineloricaria € composto por 65 espécies sendo que ha dados
citogenéticos de apenas 15. Estes dados s&do disponiveis para as regides sul,
sudeste e centro oeste do Brasil, ndo ha dados para as regifes norte e nordeste.
Apesar de poucas espécies estudadas os resultados demostram grande
variabilidade cariotipica no género. O presente estudo apresenda dados de namero
diploide (2n) das seguintes espécies: Rineloricaria pentamaculata (2n=56),
Rineloricaria parva (2n=60), Rineloricaria cf. reisi (2n=60), Rineloricaria
aequalicuspis (2n=68), Rineloricaria strigilata (2n=70), Rineloricaria quadrensis
(2n=70), Rineloricaria microlepidogaster (2n=68), Rineloricaria cadeae (2n=64) e
Rineloricaria malabarbae (2n=64). O alto numero diploide (2n) foi encontrado tanto
nas bacias litoraneas (bacia do rio Tramandai e bacia da laguna dos Patos) quanto
nas bacias do interior do continente (bacia do rio Paraguai e bacia do rio Uruguai).
Constatou-se que o numero diploide de 56 é exclusivo de R. pentamaculata e que a
espécie Rineloricaria parva coletada no interior do continente (bacia do rio Paraguai)
apresentou 60 cromossomos e 0 primeiro par meta-submetacéntrico portador de
uma constricAo secundaria terminal no braco curto sendo considerada uma
caracteristica  citotaxondOmica importante. Rineloricaria aequalicuspis, R.
microlepidogaster, R. strigilata apresentaram caracteristicas citogenéticas
semelhantes apesar de estarem em bacias distintas. Este fato € uma evidéncia de
que as bacias do Parana, Paraguai e Atlantico Sul tiveram uma mesma origem, e 0
isolamento e os rearranjos possibilitaram a diversificagdo encontrada no género
Rineloricaria

Palavras-Chave: Rineloricaria. Diversidade genética. Biogeografia.
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INTRODUCAO

O género Rineloricaria € composto por 65 espécies sendo que ha dados
citogenéticos de apenas 15. Estes dados encontram-se resumidos na tabela 3 e
demostram uma variacdo no namero diploide de (2n) 36 em Rineloricaria latirostris
(GIULIANO-CAETANO, 1998), a 70 cromossomos em Rineloricaria. sp. n. (ALVES,;
OLIVEIRA; FORESTI, 2003) e Rineloricaria lima (ROSA et al. 2012).

A diferenca no numero diploide pode ser devido a ocorréncia de grupos
naturais ou alta taxa de evolucdo cariotipicas no género Rineloricaria, o elevado
namero diploide observado em alguns Loricarrinae € acompanhado por um alto
namero de acrocéntricos sugerindo a ocorréncia de fissdes céntricas (ALVES,
OLIVEIRA, FORESTI, 2003). Conforme Kavalco et al. (2005) tanto fissdes, fusdes
céntricas e inversdes pericéntricas podem estar envolvidas na evolucao cariotipica
da subfamilia Loricariinae.

Em R. latirostris foi descrito por Giuliano-Caetano (1998) um polimorfismo
numérico e estrutural com a ocorréncia de 11 citétipos diferentes, sugerindo a
participacdo de eventos Robertsonianos na evolucdo desta espécie. Porto (2012)
observou em R. lanceolata polimorfismo cromossémico numérico e estrutural, bem
como um polimorfismo da regido organizadora de nucléolo (RON). O numero
diploide em R. lanceolata variou de 45 a 48 cromossomos, sendo identificados 10
citotipos. Para explicar tal polimorfismo foi sugerido por Porto (2012) fuséo céntrica,
fusdo em tandem, inversao pericéntrica e cruzamentos aleatérios.

Com base nas tendéncias da evolucao cariotipicas de Loricariinae € proposto
que fissbes céntricas a partir da condicdo ancestral de 2n=54 originaram as
variacbes no numero diploide (ARTONI; BERTOLLO, 2001; ALVES; OLIVEIRA;
FORESTI, 2003). Baseada nessa hipotese Rosa et al. (2012) propuseram que
fissbes a partir do caridtipo ancestral de 2n=54 podem ter originado cromossomos
instaveis em R. lima, provaveis rearranjos estruturais estabilizaram essas fissdes
cromossOmicas, originaram o polimorfismo observado de 66 a 70 cromossomos.

Este género é o maior da subfamilia Loricarinae e, é um género que
apresenta confusfes taxonbmicas. A principio as espécies de Hemiloricaria foram
consideradas sindnimos de Rineloricaria (ISBRUCKER, 1980) e posteriormente
Hemiloricaria foi revalidada (ISBRUCKER, 2001). Em 2008, Rodriguez, Reis (2008)

sugeriram uma explicacdo para apoiar que tanto Hemiloricaria e Rineloricaria sé&o
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validos, com base nos caractéres morfoldgicos e distribuicdo das espécies. Segundo
estes autores, Hemiloricaria corresponde a mais ampla distribuicdo dos géneros
Rineloricaria e Hemiloricaria, encontrado em toda a América do Sul, exceto na Bacia
do alto Parana e drenagens costeiras do Atlantico. Rodriguez, Reis (2008) afirmam
gue Rineloricaria encontram-se distribuido apenas ao longo da bacia do rio Parana e
drenagens costeiras do Atlantico desde o Uruguai até o Nordeste do Brasil.

Entretanto, espécies de Rineloricaria foram descritas na regido geografica de
Hemiloricaria, sendo necessarias analises filogenéticas para apoiar tal identificacéao.
(PY-DANIEL E FICHBERG, 2008; FICHIBERG E CHAMON, 2008; VERA-ALCARAZ,
PAVANELLI E ZAWADZKI, 2012).

A distribuicdo biogeografica das espécies dos géneros Rineloricaria e
Hemiloricaria podem estar relacionados com 0s eventos geolbégicos antigos, pois,
durante este periodo (aproximadamente 500 milhées de anos atras), os continentes
se reuniam e originavam a maior parte das provincias estruturais presentes hoje no
continente sul-americano (RIBEIRO, LIMA E MENEZES, 2011). Estas diferentes
provincias constituem-se na maioria dos Escudos Cristalinos, ou seja, a maior
porcao do atual continente sul-americano. Ainda, segundo estes autores muitos dos
eventos tectbnicos que se desenrolaram posteriormente, muitos deles ativos,
originaram importantes elementos da paisagem sul-americana, tais como bacias
tectonicas modernas como o Pantanal e a depressdo do Araguai-Tocantins, entre
outras. Estas mudancas sdo responsaveis pela distribuicdo das espécies de peixes
gue se encontram amplamente distribuidas ou isoladas.

A ampla distribuicio do género esta provavelmente relacionada a
biogeografia de peixes e classificacdo regional de é&reas ictiogeograficas, esse
resultado reforca a interpretacdo de que uma regido liminozoogeografica nao é
determinada unicamente pelas bacias dos grandes sistemas fluviais, mas também
pelos fatores historico-ecolégicos, possibilitando, ou ndo, a fixacdo de grupos de
animais e plantas em regides muito pequenas ou mais amplas (SCHAFER, 1984).

Os dados do presente trabalho e da literatura (Tabela 1) mostram que o0s
estudos consentram-se nas regides hidrograficas do sul e sudeste, com poucos
estudos ou nenhum na regido centro-oeste, norte e nordeste. Sendo, ainda,
insuficientes para determinar o comportamento cromossémico do género ao longo

do tempo nas bacias.
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Aliado a diversidade genética ha também as confusdes taxonémicas em
relacdo a divisdo de Rineloricaria, as falhas na descricAo do grupo permitem
discussbes quanto as espécies que compdem 0s géneros. Este trabalho buscou
contribuir com mais dados citogenéticos de novas espécies na tentativa de elucidar

melhor a distribuicdo biogeografica e cromossémica deste género.

MATERIAL E METODOS

Foram estudadas diferentes espécies pertencentes ao género Rineloricaria de

diferentes bacias hidrogréficas.

Bacia do alto Parana (Parana)

e 6 individuos de Rineloricaria pentamaculata coletada no ribeirdo Jacucaca
(afluente do rio Tibagi);

e 10 individuos de Rineloricaria pentamaculata coletada no ribeirdo Queixada
(afluente do rio Ivai).

Bacia do rio Tramandai (Rio Grande do Sul)
e 27 individuos de Rineloricaria aequelicuspis foi coletada no rio Maquiné;
¢ 5individuos de Rineloricaria strigilata foi coletada na lagoa da Cerquinha €;

e 11 individuos de Rineloricaria quadrensis na lagoa dos Quadros.

Bacia da Laguna dos Patos (Rio Grande do Sul)
e 11 individuos de Rineloricaria microlepidogaster, 7 individuos de Rineloricaria
cadeae e 4 individuos de Rineloricaria malabarbai foram coletadas no rio

Forquetinha.

Bacia do alto Paraguai (Mato Grosso do Sul)
e 19 individuos de Rineloricaria parva foi coletada no rio Miranda, localizado no
Pantanal sul Matogrossense.
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Bacia do Uruguai (Misioses, Argentina)
e 9 individuos de Rineloricaria cf. reisi., coletada no arroio Chimiray, no

municipio de Azara, provincia de Misiones (ARG)

A obtencdo de cromossomos mitéticos foi segundo Bertollo, Takahashi e
Moreira-Filho (1978).

RESULTADOS

A espécie Rineloricaria pentamaculata do rio Jacucaca e ribeirdo Quexada,
bacia do alto Parana, apresentou 56 cromossomos sendo 8 meta-submetacéntricos
e 48 subtelo-acrocéntricos (figura 1a).

A espécie Rineloricaria parva do rio Miranda (MS), bacia do rio Paraguai
apresentou 60 cromossomos sendo 6 meta-submetacéntricos e 54 subtelo-
acrocéntricos (figura 1b).

A espécie Rineloricaria cf. reisi, do arroio Chimiray, bacia do rio Uruguai
apresentou 60 cromossomos todos subtelo-acrocéntricos (figura 1c).

As espécies estudadas na bacia do rio Tramandai (RS) foram: Rineloricaria
aequalicuspis com 68 cromossomos subtelo-acrocéntricos (figura 1d); R. strigilata
que apresentou 70 cromossomos, sendo 8 cromossomos meta-submetacéntricos e
62 cromossomos subtelo-acrocéntricos (figura 1e); e Rineloricaria quadrensis com
70 cromossomos, sendo 8 meta-submetacéntricos e 62 subtelo-acrocéntricos(figura
1f).

As espécies estudadas na bacia da Laguna dos Patos (RS) foram: a espécie
Rineloricaria cadeae que apresentou 64 cromossomos todos subtelo-acrocéntricos
(figura 1g); a espécie Rineloricaria microlepidogaster apresentou 68 cromossomos
subtelo-acrocéntricos (figura 1h) e Rineloricaria malabarbai apresentou 64
cromossomos, sendo 2 cromossomos meta-submetacéntricos e 62 subtelo-
acrocéntricos (figura 1i).

Estes dados encontram-se na tabela 1.
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DIsScUSSAO

Os dados citogenéticos deste trabalho ampliam para 21 espécies de
Rineloricaria estudadas até o momento, das 65 descritas para o género, além de
trazer informacdes citogenéticas sobre espécies de bacias hidrograficas pouco
estudadas como € o caso da bacia do alto rio Paraguai e do Uruguai.

O mapa da figura 2 ilustra os numeros diploides das varias espécies de
Rineloricaria estudadas em diferentes bacias hidrogréaficas do Brasil. Os poucos
estudos citogenéticos no género demostram grande variabilidade cromossomica,
provavelmente essa variabilidade esteja associada a um processo de especiacao. O
presente estudo encontrou uma variagdo de 56 cromossomos em R. pentamaculata
(bacia do alto Parand) até 70 cromossomos em R. quadrensis e R. strigilata
(Atlantico Sul-bacia do rio Tramandai). O alto numero diploide foi encontrado tanto
em bacias litoraneas, bacia do rio Tramandai e bacia da laguna dos Patos, como em
bacias no interior do continente, tais como bacias do rio Paraguai e bacia do rio
Uruguai, nestas bacias foram encontradas o niamero diploide de 60 que nao havia
sido descrito até entéo.

Observando a distribuicdo nas bacias hidrograficas (figura 2), os estudos em
Rineloricaria concentram-se na bacia do alto Parana. E nessa bacia que se encontra
um dos menores numeros diploides (2n) de 36-40 e 44-47 em R. latirostris
(GIULIANO-CAETANO, 1998). Em recente estudo Porto (2012) descreveu numeros
diploides baixos também, de 45 a 48 cromossomos, porém para a bacia do rio
Paraguai. Em ambos os casos a fusao foi o principal mecanismo de diversificagao
cariotipica.

Rineloricaria pentamaculata, da bacia do alto Parana, € a espécie que possui
mais estudos citogenéticos dentro do género Rineloricaria. O presente estudo e 0s
da literatura a pontam que 56 cromossomos seja 0 numero diploide predominante
nesta espécie e de acordo com mapa (figura 2), o numero diploide de 56 é restrito a
esta bacia e caracteristico da espécie, podendo ser um marcador citotaxonémico. Ja
0s numeros diploides maiores de 60 cromossomos nhdo sdo especificos, pois
ocorreram em mais de uma espécie, por exemplo, 2n=62, 64, 68, 70 (Tabela 1).

Rodrigues (2010) com os dados de numero diploides disponiveis na época
propds que a distribuicdo do alto niumero diploide ocorra no litoral e baixo nimero

diploide no interior, porém o presente estudo encontrou um alto nimero diploide, de
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60 cromossomos, em duas bacias do interior (bacia do rio Paraguai e do rio
Uruguai). Além de ser alto o 2n=60 é muito proximo do 2n=62 e 64 que ocorrem no
litoral, os rearranjos cromossomicos como fisséo, fusdo e inversbes sdao mecanismos
que podem estar envolvidos na diversificacdo cromossémica das espécies ao logo
das bacias (GIULIANO-CAETANO 1998, PORTO, PORTELA-CASTRO E MARTINS-
SANTOS 2011, ROSA et al. 2012 e PORTO 2012).

Rineloricaria parva, da bacia do alto Paraguai, apresentou 60 cromossomos
(6m-sm + 54st-a) e chama atencdo néo so6 pelo numero diploide baixo, mas também
por apresentar constricdo secundaria terminal no primeiro par meta-submetacéntrico,
caracteristica incomum para o género. E a Unica espécie a apresentar essa
constricdo até o momento, sendo uma caracteristica citotaxonémica importante.
Rineloricaria parva encontra-se justamente na area geografica de Hemiloricaria e por
apresentar essa caracteristica, que a diferencia das outras espécies do seu género,
retoma a discusséo quanto a classificacao e distribuicdo dos géneros Hemiloricaria e
Rineloricaria. Isso reforca o fato de que caracteres citotaxonOmicos devem ser
considerados na classificacdo das espécies e que estudos citogenéticos no género
Hemiloricaria sdo fundamentais para ajudar a esclarecer a filogenia e distribuicdo do
grupo.

Rineloricaria cf. reisi da bacia do rio Uruguai apresentou 60 cromossomos
assim como R. parva, porém todos os cromossomos foram subtelo-acrocéntricos.
Portanto, o numero diploide e sua formula cariotipica também sdo marcadores
espécie-especifico.

Rineloricaria strigilata e R. quadrensis (bacia do rio Tramandai) apresentaram
0 numero diploide de 70 e a mesma formula cariotipica (8m-sm + 62st-a).
Geralmente o alto numero diploide esta associado a presenca de subtelo-
acrocéntricos, no entanto, estas espécies fugiram ao padrdo ao apresentarem uma
guantidade de meta-submetacéntrico além da esperada. Isto ndo € frequente no
género. Outra espécie descrita com 70 cromossomos é Rineloricaria cf. lima (ROSA
et al., 2012) da bacia do alto Parana, porém com menos Cromossomos meta-
submetacéntricos (2m-sm e 68st-a).

A espécie Rineloricaria cf. lima e R strigilata pertencem ao mesmo clado, sdo
espécies morfologicamente semelhantes (FICHBERG, 2008) e aparentemente sao
citogeneticamente semelhantes também, apesar de Rineloricaria cf. lima apresentar

variacdo no numero diploide de 66, 68, 69 e 70. Rineloricaria strigilata foi estudada
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também por Maia et al. (2010) e apresentou 2n=68 (6m-sm + 62st-a), porém 0s
espécimes estudados por esses autores foram da bacia da laguna dos Patos. Esta &
a Unica espécie que acontece em dois sistemas hidrogréficos isolados.

Rineloricaria aequalicuspis e R. microlepidogaster, que pertencem a bacias
distintas: bacia do rio Tramandai e bacia da laguna dos Patos, respectivamente,
apresentaram ambas 68 cromossomos todos subtelo-acrocéntricos. Essas espécies
pertencem ao mesmo clado segundo Fichberg (2008) e citogeneticamente
apresentam as mesmas caracteristicas. Rineloricaria cf. lima, R. strigilata, R.
aequalicuspis e R. microlepidogaster sdo evidéncias da origem comum dessas
bacias, pois, mesmo estando isoladas atualmente, mantém caracteristicas
citogenéticas semelhantes.

O numero diploide de 64 foi encontrado tanto em R. malabarbai quanto em R.
cadeae (ambas bacia da Laguna dos Patos), porém com diferenca na formula
cariotipica: R. cadeae possui todos os 64 cromossomos subtelo-acrocéntricos e R.
malabarbai possui 2m-sm + 62st-a. Maia et al. (2010) e Alves, Oliveira e Foresti
(2003) estudaram também a espécie R. cadeae e descreveram para ela 64
cromossomos (2m-sm + 62 st-a) e 66 cromossomos (2m-sm + 64 st-a),
respectivamente. Nenhum dos estudos anteriores apresenta os mesmos dados do
estudo atual, isso comprova a variabilidade intrapopulacional existente na espécie.

O trabalho de Limeira Renesto e Zawadzki (2009), utilizando aloenzimas em
duas populacbes de R. pentamaculata isoladas geograficamente, corrobora a
hipétese de que essas populacdes encontram-se em processo de especiacdo. Assim
como R. pentamaculata encontra-se nesse processo de especiacdo, R. cadeae,
Rineloricaria cf. lima, R. strigilata, R. aequalicuspis e R. microlepidogaster também
poderiam estar, jA que sdo encontrados diferentes nimeros diploide e formulas
cariotipicas para elas.

Apesar das espécies de Rineloricaria estarem em bacias geograficamente
separadas e ndo serem espécies migradoras, antigamente havia conexao entre as
bacias. De acordo com Schafer (1984), sobre biogeografia de aguas continentais, as
bacias do Atlantico Sul, Uruguai e alto Parana estdo na mesma area ictiogeografica,
isso reforca que a regido limnozoogeogréfica ndo é determinada unicamente pelas
bacias dos grandes sistemas fluviais, mas também pelos fatores histéricos-
ecologicos, possibilitando, ou néo, a fixagdo de grupos de animais e plantas em

regides muito pequenas ou mais amplas.
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Os dados de numero diploide deste trabalho e os da literatura (tabela 3) séo
uma evidéncia da origem comum das bacias do Atlantico Sul, Uruguai, Parana e
Paraguai. Também confirmam que estas espécies de Rineloricaria, por ndo serem
migradoras, encontram-se isoladas e em processo de especiacao.

Considerando a ampla distribuicio do género e 0s poucos estudos
citogenéticos ainda ndo € possivel determinar a padrdo cromossdémico para
Rineloricaria. S&o devido a distribuicdo, ao isolamento geografica, ao processo de
vicariancia e aos rearranjos cromossOmicos que possibilitam a diversificacdo

citogenética interespecifica e intraespecifica encontra a cada nova captura.
CONCLUSAO

Os estudos citogenéticos em Rineloricaria mostram que o alto numero
diploide é encontrado tanto em bacias do interior como em bacias costeiras do
continente. O numero diploide de 56 é exclusivo para R. pentamaculata, podendo
ser considerado como um marcador para a espécie. As espécies Rineloricaria cf.
lima, R. strigilata, R. aequalicuspis e R. microlepidogaster apresentaram
caracteristicas citogenéticas semelhantes apesar de estarem em bacias distintas.
Este fato € uma evidéncia de que as bacias do Parana, Paraguai e Atlantico Sul
tiveram uma mesma origem, e 0 isolamento e o0s rearranjos possibilitaram a

diversificacado encontrada no género Rineloricaria.
REFERENCIAS

ALVES, A.L.; OLIVEIRA, C.; FORESTI, F. Karyotype variability in eight species of the
subfamilies Loricariinae and Ancistrinae (Teleostei, Siluriformes, Loricariidae).
Caryologia, v. 56, n. 1, p. 57-63, 2003.

ARTONI, R. F.; BERTOLLO, L. A. C.; Trends in the karyotype evolution of
Loricariidae fish (Siluriformes). Hereditas, n. 134, p. 201-210, 2001.

CHIACHIO, Marcio Cesar. Estudos Filogenéticos na subfamilia
Hypoptopomatinae (Teleostei: Siluriforme: Loricariidae) com base em
sequéncias de DNA. Apresentado originalmente como tese de doutorado,
Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho, Botucatu, 2009.

; OLIVEIRA, C.; MONTOYA-BURGQOS, J. I. Molecular systematic and
historical biogeography of the armored Neotropical catfishes Hypoptopomatinae and



52

Neoplecostominae (Siluriformes: Loricariidae). Molecular Phylogonetics and
Evolution, v. 49, p. 606-617, nov. 2008.

COVAIN, R., FISCH-MULLER, S. The genera of neotropical armored catfish
subfamily Loricariinae (Siluriformes, Loricariiae): pratical key and synopsis. Zootaxa,
n.1462, p.1-40, 2007.

FICHBERG, I. Relac8es filogenéticas das espécies do género Rineloricaria
Bleeker, 1862 (Siluriformes, Loricariidae, Loricariinae). Apresentado
originalmente como tese de doutorado, Universidade de S&o Paulo, Sao Paulo,
2008.

FREITAS, H.E.A. Descrigao cariotipicas de exemplares de Sturisoma robustum
(Loricariidae, Loricariinae), do corrego do Onca, afluente do rio Taquari,
Municipio de Coxim. Apresentado originalmente como trabalho de concluséo de
curso na Universidade Estadual do Mato Grosso do Sul, Unidade Universitaria de
Coxim, Coxim, MS. 2007

GHAZZI, M. S. Nove espécies novas do género Rineloricaria (Siluriformes,
Loricariidae) do rio Uruguai, do sul do Brasil. Iheringia. Série Zool., Porto Alegre, v.
98, n. 1, p.100-122, 2008.

GIULIANO-CAETANO, Lucia. Polimorfismo cromossdmico Robertsoniano em
populacdes de Rineloricaria latirostris (Pices, Loricariinae). Apresentado
originalmente como tese de Doutorado, Universidade Federal de S&o Carlos, S&o
Carlos, 1998.

GINDRI, B.S. Contribuicdo ao estudo citogenético em Loricariinae
(Siluriformes, Loricariidae) da regido do alto Taquari. Apresentado originalmente
como dissertacdo de Mestrado, Universidade estadual de Maringa. Maring4, 2009.

KAVALCO, K. F.; PAZZA, R.; BERTOLLO, L. A. C.; MOREIRA-FILHO, O. Karyotypic
diversity and evolution of Loricariidae (Pices, Siluriformes). Heredity, v. 94, p. 180-
186, 2005.

LIMEIRA, D. M.; RENESTO, E.; ZAWADZKI, C. H. Allozyme comparison of two
populations of Rineloricaria (Siluriformes, Loricariidae) from the Ivai, upper Parana
River basin, Brazil. Genetics and Molecular Biology, v. 32, n. 2, p. 431-435, 2009.

MAIA, T.P.A.; GIULIANO-CAETANO, L.; RODRIGUES, M.; RUBERT, M.; TAKAGUI,
F.H.; DIAS, A.L. Chromosomal banding in three species of the genus Rineloricaria
(Siluriformes, Loricariidae, Loricariinae). Ichthyol. Res., v. 57, p. 209-213, 2010.

PORTO F.E.; PORTELA-CASTRO A.L.B; MARTINS-SANTOS, I.C. Possible origins
of B chromosomes in Rineloricaria pentamaculata (Loricariidae, Siluriformes) from
the Paran& River basin. Genetics and Molecular Research, v. 9, n. 3, p. 1654-
1659, 2010.

PORTO, F.E.; PORTELA-CASTRO, A.L.B; MARTINS-SANTOS, I.C. Chromosome
polymorphism in Rineloricaria pentamaculata (Loricariidae, Siluriformes) of the
Parana” River basin. Ichthyol Res, v. 10, 2011.



53

PORTO Fernanda Errero. Diversidade Cromossémica em duas espécies da
subfamilia Loricariinae (Siluriformes, Loricariidae) da bacia do rio Paraguai-
MS. Apresentado originalmente como tese de Doutorado, Universidade Estadual de
Maringa, Maring4a, 2012

ROSA, K. O.; ZIEMNICZAK, K.; BARROS, A. V.; NOGAROTO, V.; ALMEIDA, M. C.;
CESTARI, M. M.; ARTONI, R. F.; VICARI, M. R. Numeric and structural chromosome
polymorphism in Rineloricaria lima (Siluriformes: Loricarriidae): fusion points carrying
5S rDNA or telomere sequence vestiges. Rev. Fish Biol. Fisheries, v. 22, p. 739-
749, 2012.

RIBEIRO, A. C.; LIMA, F. C. T.; MENEZES, N. A. Biogeografia dos peixes de agua
doce da América do Sul. In: CARVALHO, Claudio; ALMEIDA, Eduardo. (Org.).
Biogeografia da América do Sul: Padrbes e Processos. Sao Paulo: Roca, 2011.
p. 261-276.

RODRIGUES, Raquel Maria. Estudos cromossomicos e moleculares em
Loricariinae com énfase em espécies de Rineloricaria (Siluriformes,
Loricariidae): uma perspectiva evolutiva. Originalmente apresentado como
dissertacdo de mestrado, Universidade Estadual de Sado Paulo, S&o Paulo, 2010.

SCHWARZBOLD, A.; SCHAFER, A. Génese das lagoas costeiras do Rio Grande do
Sul - Brasil. Amazoniana, v. 9, n.1, p. 87-104, 1984.



54

Figura 1 — Cariotipos das espécies estudadas. Em a: R. pentamaculata; b: R. parva,
c: Rineloricaria cf. reisi.; d: R. aequalicuspis; e: R. strigilata;, f: R.
guadrensis; g: R. cadeae; h: R. microlepidogaster; i: R. malabarba
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Figura 2 — Localizac&o dos numeros diploides das espécies estudadas no presente trabalho e das que se encontram na literatura.
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Tabela 3 — Dados de numero diploide de Rineloricaria disponiveis na literatura e
presente estudo

ESPECIE LOCALIDADE-ESTADO 2n FORMQLA REFERENCIAS.
CARIQTIPICA
Bacia do Atlantico Sul
R. cadeae Lago Guaiba-Rio Grande do Sul 64 2m-sm+62st-a Maia et al. 2010

Lago Guaiba- Rio Grande do Sul 66 2m-sm+64st-a Alves; Oliveira; Foresti, 2003
Rio Forquetinha-Rio Grande do Sul 64 64st-a Presente estudo
R. microlepidogaster Rio Forquetinha-Rio Grande do Sul 68 68st-a Presente estudo
R. malabarbai Rio Forquetinha-Rio Grande do Sul 64 2m-sm+64st-a Presente estudo
R. aequalicuspis Rio Maquiné-Rio Grande do Sul 68 68st-a Presente estudo
R. quadrensis Lagoa dos Quadros-Rio Grande do Sul 70 8m-sm+62st-a Presente estudo
R. strigilata Rio Forquetinha-Rio Grande do Sul 68 6m-sm+62st-a Maia et al. 2010
Lagoa da Cerquinha-Rio Grande do Sul 70 6m-sm+62st-a Presente estudo

R. kronei Rio Itapocu-Santa Catarina 64 6m-sm+48st-a Alves; Oliveira; Foresti, 2003

Bacia do Atlantico Sudeste
Ribeirdo Bonito-Rio de Janeiro 70 70st-a
Rio Sdo José-Rio de Janiero 62 2m-sm+60st-a
Rio Paraiba do Sul-Rio de Janeiro 62 2m-sm+60st-a
62 4m-sm+ 58 st-a
62 8m-sm+ 54st-a

R. cf. nigricauda
Rineloricaria sp.1
Rineloricaria sp.2

Rodrigues, 2010
Rodrigues, 2010
Rodrigues, 2010
Rodrigues, 2010
Rodrigues, 2010

Rineloricaria sp.3 Corrego Passa Vinte-Séo Paulo 62 8m-sm+54st-a Rodrigues, 2010
Rineloricaria sp.4 Rio Jurumirim-Rio de Janeiro 64 6m-sm+58st-a Rodrigues, 2010
Rineloricaria sp.5 Riacho da Baia de Paranagua-Parana 68 2m-sm+66st-a Rodrigues, 2010
Rineloricaria sp.n Rio Jucupiranga-S&o Paulo 68 3m-sm+65st-a Rodrigues, 2010
70 70st-a Rodrigues, 2010
Rio Betari-S&o Paulo 70 70st-a Rodrigues, 2010

R. cf. latirostris Rio Séo Francisco-Minas Gerais 48 14m-sm+34st-a Mendes-Neto, 2008

Bacia do alto Parana

R. latirostris Rio Mogi-guagu-Séao Paulo 36 24m-sm+12st-a Giuliano-Caetano, 1998
37 23m-sm+14st-a Giuliano-Caetano, 1998
38 22m-sm+16st-a Giuliano-Caetano, 1998
39 21m-sm+18st-a Giuliano-Caetano, 1998
40 20m-sm+20st-a Giuliano-Caetano, 1998
40 20m-sm+20st-a Rodrigues, 2010
Rio Passa Cinco-Sao Paulo 44 16m-sm+28a Giuliano-Caetano, 1998
44 14m-sm+30a Giuliano-Caetano, 1998
44 15m-sm+29a Giuliano-Caetano, 1998
44 17m-sm+27a Giuliano-Caetano, 1998
44 13m+1sm+30a Giuliano-Caetano, 1998
44 10m+4sm+30a Giuliano-Caetano, 1998
44 10m+3sm+3la Giuliano-Caetano, 1998
44 16m+28a Giuliano-Caetano, 1998
45 15m+30a Giuliano-Caetano, 1998
46 14m+32a Giuliano-Caetano, 1998
46 10m+4sm+32a Rodrigues, 2010
47 13m+34a Giuliano-Caetano, 1998
Ribeirdo Trés Bocas- Parana 43 17m+23a Giuliano-Caetano, 1998
44 16m+28a Giuliano-Caetano, 1998
46 14m+32a Giuliano-Caetano, 1998
47 13m+34a Giuliano-Caetano, 1998
48 12m+36a Giuliano-Caetano, 1998
R. pentamaculata Rio Taquaral-Séo Paulo 58 4m-sm+54st-a Rodrigues, 2010

Rio Jacucaca- Parana

56

8m-sm+48st-a

Maia et al. 2010, Presente estudo



Rio Keller-Parana
Corrego Tatupeba-Parana

Rio Taua-Parana
Cromossomos B
(2-4)
Ribeirdo Queixada
Rineloricaria lima Ribeirdo da Areia-PR e Rio Acungui-
Parana

Bacia do alto Paraguai

Rineloricaria Corrego do Onga-Mato Grosso do Sul
lanceolata
R. parva Rio Miranda-Mato Grosso do Sul

Bacia do rio Uruguai
Rineloricaria cf. reisi Arroio Chimiray-Misiones

56

56

56

56
66
68
68
69
69
70

45
46
46
46
47
47
47
48
48
48
60

60

8m-sm+48st-a

8m-sm+48st-a

8m-sm+48st-a

8m-sm+48st-a
3m-sm+63a
4m-sm+ 64a
2m-sm+66a
2m-sm+67a
1m+68a
2m+68a

Am+2sm+2st+37a
3m+2sm+2st+39a
4m+2sm+2st+38a
2m+2sm+2st+40a
4m+1sm+2st+40a
3m+1lsm+2st+4la
2m+1lsm+2st+42a
4dm+2st+42a
3m+2st+43a
3m+2sm+2st+41a
6m-sm+54st-a

60st-a

57

Porto; Portela-Castro; Martins-
Santos, 2011

Porto; Portela-Castro; Martins-
Santos, 2011

Porto; Portela-Castro; Martins-
Santos, 2011

Presente estudo
Rosa et al. 2012
Rosa et al. 2012
Rosa et al. 2012
Rosa et al. 2012
Rosa et al. 2012
Rosa et al. 2012

Porto, 2012
Porto, 2012
Porto, 2012
Porto, 2012
Porto, 2012
Porto, 2012
Porto, 2012
Porto, 2012
Porto, 2012
Porto, 2012
Presente estudo

Presente estudo

2n=numero diplide, m-sm=meta-submetacéntrico, st-a=subtelo-acrocéntrico
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CAPITULO 2

IDENTIFICACAO DE MARCADORES
CROMOSSOMICOS EM NOVE ESPECIES DE
Rineloricaria (OSTEICHTHYES, SILURIFORMES,
LORICARIIDAE)
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IDENTIFICACAO DE MARCADORES CROMOSSOMICOS EM NOVE ESPECIES
DE Rineloricaria (OSTEICHTHYES, SILURIFORMES, LORICARIIDAE)

Natéalia Bortholazzi Venturelli*, Fabio Hiroshi Takaguil, M6nica Sénia Rodriguez?,

Lucia Giuliano-Caetano!

RESuUMO:

Loricariinae revela uma expressiva variagdo no numero diploide, assim como o
género Rineloricaria, no entanto variagdes nos bandamentos cromossdmicos neste
género sado pontuais. No presente trabalho, foram realizados bandamentos
cromossOmicos em nove espécies: Rineloricaria pentamaculata (bacia do alto rio
Parana), Rineloricaria parva (rio Miranda), Rineloricaria cf. reisi (arroio Chimiray),
Rineloricaria aequalicuspis (rio Maquin€), Rineloricaria strigilata (lagoa da
Cerquinha), Rineloricaria quadrensis (lagoa dos Quadros), Rineloricaria cadeae (rio
Forquetinha), Rineloricaria microlepidogaster (rio Forquetinha) e Rineloricaria
malabarbai (rio Forquetinha). A analise da regido organizadora de nucléolo (RON)
revelou a presenca de um par cromossémico (RON simples), em cromossomos
subtelo-acrocéntricos, exceto em R. parva que apresentou em Cromossomos meta-
submetacéntrico, caracterizando-se como um bom marcador para a espécie. A
heterocromatina encontra-se distribuida nas regides pericentrométicas e na regiao
da constricdo secundaria, exceto em R. cadeae, que nao apresentou
heterocromatina na regido da constricdo. Em todas as espécies, a regido da
constricdo é rica nos pares de base GC e foi confirmado pela FISH com DNAr 18S
como sendo RON simples. A sonda de DNAr 5S foi variavel, R. pentamaculata
apresentou 12 cromossomos marcados; R. aequalicuspis apresentou 16
cromossomos; R. malabarbai 7; R. strigilata 6 cromossomos; R. cadeae 4
cromossomos; R. microlepidogaster 3 cromossomos; R. quadrensis 8 cromossomos
e R. parva 2 cromossomos. Podemos inferir que cada espécie apresenta um padrao
de distribuicdo do DNAr 5S. Os resultados apontam a variacdo no numero de sitios
do DNAr 5S como um marcador citogenético util na identificagdo de espécies. Os
dados citogenéticos indicam que alguns cromossomos marcadores foram definidos
atualmente, sendo uma ferramenta para auxiliar na taxonomia de género.

Palavras-chave: Marcadores citogenéticos. Genes ribossémicos. Loricariinae.

! Departamento de Biologia geral, Universidade Estadual de Londrina, Centro de Ciéncias Biologicas,
86051-990, Londrina, Parand, Brasil, natalia_venturelli@hotmail.com

% Universidade Federal de Vicosa, Campus Rio Parnaiba, Rodovia MG-230 Km7 CEP: 38810-000,
Rio Paranaiba, Minas Gerais, Brasil. msrodriguezx@gmail.com
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INTRODUCAO

Loricariinae revela uma expressiva variacdo no numero diploide assim como o
género Rineloricaria, no entanto este género vem acompanhado de alto numero de
cromossomos subtelo-acrocéntricos, com base nas téndencias da evolucéo
cariotipica de Loricariinae foi proposto por Artoni e Bertollo (2001) e Alves, Oliveira e
Foresti (2003) que o mecanismo de fissdo céntrica a partir da condicdo ancestral de
54 cromossomos originaram as variagdes no numero diploide e o aumento da
ocorréncia de cromossomos subtelo-acrocéntricos.

Contraditériamente a extenca variacdo no numero diploide, o bandamento
cromossOmico no género Rineloricaria mostra-se um pouco mais conservado com
variagdes pontuais. E comumente descrito para o género um par subtelo-
acrocéntrico portador de uma constricdo secundaria, sendo esta mesma regiao
portadora da regido organizadora de nucléolo (RON), caracterizando-se como um
padrdo de RON simples. Esta regido também mostra-se ricas nos pares de base GC
quando coradas com cromomicina A; (CMA3) e a heterocromatina € distribuida nas
regides pericéntricas e assossiadas a RON (ALVES, OLIVEIRA, FORESTI, 2003;
MAIA et al, 2010; PORTO, PORTELA-CASTRO E MARTINS-SANTOS, 2011;
PORTO, 2012).

As variagdes pontuais nos bandamentos referem-se a polimorfismos de RONs
(PORTO, POTELA-CASTRO E MARTINS-SANTOS, 2011; PORTO, 2012), presenca
de cromossomos Bs (PORTO, PORTELA-CASTRO E MARTINS-SANTOS, 2010), e
polimorfismo de heterocromatina (ALVES; OLIVEIRA; FORESTI, 2003; MAIA et al,
2010; PORTO; PORTELA-CASTRO; MARTINS-SANTOS, 2011; PORTO, 2012).

O uso de hibridacao fluorescente in situ (FISH) em Rineloricaria foi realizado
até o momento com sondas de DNAr 18S e 5S e sonda de sequéncia telomérica.
Por meio da sonda de DNAr 18S confirma-se o padrdo de RON simples ou multipla,
no caso de Rineloricaria geralmente é simples, porém Porto, Portela-Castro e
Martins-Santos (2011) descreveu o0 primeiro caso de RONs multiplas em
Rineloricaria pentamaculata confirmada com a sonda de DNAr 18S.

O gene ribossomal 5S varia nas espécies do género, ndo sendo possivel
determinar um padréo de distribuicdo nas espécies como o DNAr 18S. O DNAr 5S
foi utilizado pela primeira vez em uma espécie do género por Mendes-Neto (2001),

posteriormente por Rodrigues (2010) e por Rosa et al (2012), também foi utilizado
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por Rosa et al (2012) sonda de sequéncia teloméricas. Estas sonda foram utilizadas
no intuito de ajudar a caracterizar as espécies e entender os mecanismos envolvidos
na diversificacao deste grupo.

As caracterizacdo de bandamentos citogenéticos neste género sao poucos
comparados com a quantidade de espécies descritas para o género, cerca de 15
foram estudadas contra 65 descritas. Portanto, este trabalho tem por objetivo
caracterizar citogeneticamente as RONs por meio de bandamento C, impregnacao
por nitrato de prata (AgRON), fluorocromos base especificos CMA; e DAPI, e por
meio da hibridacdo fluorescente in situ com sonda de DNAr 18S e 5S em nove
espécies de Rineloricaria provenientes de diferentes bacias afim de contribuir com
dados de espécies nunca estudadas e descrever possiveis Ccromossomos

marcadores para 0 género e espécies.

MATERIAL E METODOS

Foram estudadas diferentes espécies pertencentes ao género Rineloricaria de

diferentes bacias hidrograficas (tabela 2).

Bacia do alto Parana (Parand)

e 6 individuos de Rineloricaria pentamaculata coletada no ribeirdo Jacucaca
(afluente do rio Tibagi);

e 10 individuos de Rineloricaria pentamaculata coletada no ribeirdo Queixada

(afluente do rio Ivai).

Bacia do rio Tramandai (Rio Grande do Sul)
e 27 individuos de Rineloricaria aequelicuspis foi coletada no rio Maquiné;
¢ 5individuos de Rineloricaria strigilata foi coletada na lagoa da Cerquinha €;

e 11 individuos de Rineloricaria quadrensis na lagoa dos Quadros.

Bacia da Laguna dos Patos (Rio Grande do Sul)
e 11 individuos de Rineloricaria microlepidogaster, 7 individuos de Rineloricaria
cadeae e 4 individuos de Rineloricaria malabarbai foram coletadas no rio

Forquetinha.
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Bacia do alto Paraguai (Mato Grosso do Sul)
e 19 individuos de Rineloricaria parva foi coletada no rio Miranda, localizado no

Pantanal sul Matogrossense.

Bacia do Uruguai (Misioses, Argentina)
e 9 individuos de Rineloricaria cf. reisi.,, coletada no arroio Chimiray, no

municipio de Azara, provincia de Misiones (ARG)

A obtencdo de cromossomos mitéticos foi segundo Bertollo, Takahashi e
Moreira-Filho (1978). A impregnacao por nitrato de prata segundo Howell e Black
(1980); a deteccéo da heterocromatina segundo Sumner (1972) e a coloracdo com
fluorocromos base especificos segundo Schweizer (1980). A hibridacdo in situ
seguiu o protocolo de Pinkel et al. (1986), com modificacdes, utilizando-se as sonda
de DNAr 18S, obtido de Prochilodus argenteus (HATANAKA; GALETTI, 2005) e
sonda de DNA 5S de Leporinus elongatus (MARTINS; GALETTI, 1999).

RESULTADOS

Os numeros diploides e formulas cariotipicas das espécies analisadas foram
descritas por Venturelli et al. (2014) em preparacéo.

A espécie Rineloricaria pentamaculata do rio Jacucaca e ribeirdo Quexada,
bacia do alto Parana, apresentou o primeiro par subtelo-acrocéntrico com constricao
secundaria no braco curto com heteromorfismo de tamanho e portador da AgRON,
sendo esta regido rica nos pares de base GC. A FISH com sonda de DNAr 18S
confirmou o padrdao da RON e a sonda de DNAr 5S foi evidenciado na regiao
terminal de 12 cromossomos subtelo-acrocéntrico (figura 1 e 2 a).

A espécie Rineloricaria parva do rio Miranda (MS), bacia do rio Paraguai
apresentou o primeiro par meta-submetacéntrico com constricdo secundéria terminal
no braco curto, diferindo das outras espécies. Este par apresentou-se portador da
AgRON e CMA; positivo. A heterocromatina esteve localizada nas regides
pericentroméricas e no mesmo local da constricdo. A FISH com sonda de DNAr 18S
confirmou a localizagdo de RON simples e a sonda de DNAr 5S hibridou em um

anico par (figura 1 e 2 b).
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A espécie Rineloricaria cf. reisi, do arroio Chimiray, bacia do rio Uruguai,
apresentou o primeiro par portador da constricdo secundaria, da RON e CMA;
positivo. A FISH com sonda da DNAr 18S confirmou o padrdo de RON simples e a
FISH com DNAr 5S ainda né&o foi obtido (figura 1 e 2 c).

As espécies estudadas na bacia do rio Tramandai (RS) foram:

e Rineloricaria aequalicuspis apresentou o oitavo par € o portador da constricao
secundaria, da AgRON, sendo esta regido rica nos pares de base CG. A FISH
com DNAr 18S confirmou a RON simples e a com sonda de DNAr 5S
evidenciou 16 cromossomos marcados (figura 1 e 2d).

¢ Rineloricaria strigilata apresentou o primeiro par subtelo-acrocéntrico mostrou-
se portador da constricdo secundaria, da AgRON e sendo esta regido CMA;
positivo. O bandamento C evidenciou as regides pericentroméricas e o par da
constricdo como heterocromaticas. A localizacdo da RON foi confirmado pela
FISH com DNAr 18S e a FISH com sonda de DNAr 5S evidenciou 6
cromossomos (figurale 2 e).

¢ Rineloricaria quadrensis apresentou o quinto par portado da constricao
secundaria, da AgRON, sendo esta regido CMA3 positivo. A FISH com DNAr
18S confirmou o padrdo de RON simples e a FISH com DNAr 5S evidenciou 7

cromossomos marcados (figura l e 2 f).

As espécies estudadas na bacia da Laguna dos Patos (RS) foram:

¢ Rineloricaria cadeae apresentou 0 nono par com constricdo secundaria no
braco curto, sendo este portador da AQRON e CMA3; positivo. No bandamento
C, somente as regides pericentroméricas apresentaram-se heterocromaticas.
A localizacao dos genes ribossémicos por meio da técnica de hibridacdo in
situ utilizando sonda de DNAr 18S confirmou a localizacdo da RON e
resultados com sonda de DNAr 5S evidenciara 4 cromossomos marcados
(figura le 2 g).

¢ Rineloricaria microlepidogaster apresentou o0 nono par portador da constricao
secundaria, portador da AGRON, sendo esta regido CMA3 positivo. Quanto ao
padrdo da distribuicdo da heterocromatina, tanto as regides pericentromeéricas
quanto o par da contricdo apresentaram-se heterocromaticos. A FISH com
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sonda 18S confirmou o padréo de RON simples e a FISH com sonda de DNAr

5S evidenciou 3 cromossomos (figura 1 e 2 h).

¢ Rineloricaria malabarbai apresentou o décimo par portador da constricao
secundaria, da AgRON e CMA; positivo. O bandamento C evidenciou as
regibes pericentroméricas e o0 par da constricio como sendo
heterocromaticos. A FISH com DNAr 18S confirmou o padrdao de RON
simples e a sonda de DNAr 5S evidenciou 7 cromossomos (figura l e 2 ).

Estes dados encontram-se na tabela 1.

DiscussAo

No presente trabalho foram realizados bandamentos cromossémicos em nove
espécies do género Rineloricaria. A andlise da regido organizadora de nucléolo
(RON) revelou a presenca de um par cromossémico, portanto um sistema de RON
simples. Em todas as espécies, o organizador nucleolar foi coincidente com a
constricdo secundaria em posicao terminal do braco curto em cromossomos do tipo
subtelo-acrocéntrico, exceto R. parva, que apresentou a constricdo e a RON em
posicdo terminal de um par meta-submetacéntrico, diferindo da maioria dos
Loricariinae.

Héa descricdo de RONs multiplas em R. pentamaculata (PORTO; PORTELA;
CASTRO, 2011) e RONSs intersticiais em R. latirostris (GIULIANO-CAETANO, 1998),
porém RONs em cromossomos meta-submetacéntrico na regido terminal é exclusivo
até o momento para R. parva, sendo portanto um bom marcador para a espécie,
confirmando os dados de Venturelli et al (2014) em preparacdo. Em todas as
espécies, foi observado heteromorfismo de tamanho no par portador da RON, o que
€ comum no género, e este pode ser gerado por crossing-over desigual, por
duplicacdes e/ou delecdes génicas (LYCKEGAARD; CLARK, 1991).

A familia Loricaridae apresenta uma diversidade em quantidade de
heterocromatina, porém a subfamilia ja apresenta uma quantidade de
heterocromatina semelhante (ARTONI; BERTOLLO, 2001). As espécies aqui
estudadas apresentaram heterocromatina na regido pericentromérica e na regiao
portadora da constricdo secundaria que € coincidente com a AgRON, sendo este

mesmo par CMA; positivo, ou seja, esta regido apresenta-se rica em bases GC, o
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que é bastante comum para o género e ja tem sido relatado por outros autores
(MAIA et al.,, 2010 entre outros). Somente R. cadeae diferiu, pois ndo apresentou
heterocromatina associada a regido da AGRON, este padrao nunca foi descrito e nao
€ comum para o género, podendo ser um marcador cromossémico para a espécie
(figura 1g). Esta mesma espécie foi analisada por Maia et al. (2010) e Alves, Oliveira
e Foresti (2003), coletados no Lago Guaiba, onde a RON encontra-se associado a
heterocromatina. Estas diferencas entre o namero diploide e férmula cariotipica
podem sugerir que nao se tratam da mesma espécie.

Todas as espécies de Rineloriaria analisadas neste trabalho apresentaram
um par marcado para o género com a sonda DNAr 18S, confirmando o padréo de
RON simples. Quanto ao DNAr 5S, ao contrario, Varios cromossomos apresentam
este sitio e todos eles localizados em cromossomos subtelo-acrocéntricos, porém
cada espécie apresentou quantidade de marcacdes diferentes, demostrando uma
variabilidade numérica no género (figura 2). Essa constancia nos sitios de 18S e a
variabilidade nos sitios de 5S ja tém sido relatadas desde os primeiros estudos com
essa sonda no género Rineloricaria (MENDES-NETO, 2008; ROSA et al., 2012).

N&o foram encontrados sitios intersticiais como 0s encontrados por Rosa et
al. (2012), segundo os autores dois sitios de DNAr 5S sdo necessarios para gerar
pontos de fusdo e assim explicariam algumas das variagdes cariotipicas encontrada
em R. lima. No presente trabalho, R. pentamaculata apresentou 12 cromossémicos,
um par a mais do que descrito por Rodrigues (2010), R. aequalicuspis apresentou 16
cromossomos; R. malabarbai 7 cromossomos; R. strigilata 6 cromossomos; R.
cadeae 4 cromossomos; R. microlepidogaster 3 cromossomos; R. quadrensis 8
cromossomos e R. parva 2 cromossomos. Podemos inferir que cada espécie
apresenta um padrao de distribuicdo do DNAr 5S. Os resultados apontam a variacao
no numero de sitios do DNAr 5S como um marcador citogenético util na identificacéo
de espécies. As espécies de Rineloricaria da bacia do alto do rio Parana e das
bacias do Atlantico Sul apresentaram alto numero de sitios, enquanto a espécie da
bacia do rio Paraguai apresentou um unico par portador da sequéncia.

A localizacao sinténica dos genes ribossomais 45S-5S € uma situacao rara
em peixes e em Rineloricaria nunca foi descrito. Em Rineloricaria parva foi
encontrado um unico sitio de 5S e como ndo se obteve o double FISH, néo foi
possivel detectar se ha ou nao sinténia. Ja& com Rineloricaria pentamaculata a

técnica de double FISH foi obtida com sucesso e 0s 12 cromossomos hibridados



66

com a sonda de DNAr 5S estiveram localizados em cromossomos st-a e nao
colocalizados com o0 18S. Essa caracteristica fica bem evidente quando observamos
0 nucleo. Nele, a localizacdo dos genes DNAr 18S e 5S estdo em lados opostos
(figura 2a). Alguns autores defendem que a localizagdo dos genes em cromossomos
separados seja uma caracteristica ancestral, enquanto outros defendem que a
caracteristica ancestral seria quando os genes estivessem ligados (FONTANA et al.,
2003; GROMICHO et al., 2006). Segundo Rodrigues (2010) a sinténia dos genes
ribossomais 45S-5S encontrado em Harttia e Loricariichthys pode representar uma
autopomorfia para ambos e teria surgido de modo independente na subfamilia, pois
Harttia € considerado mais basal em estudos filogenéticos e Loricariichthys como um
dos géneros mais derivados. Entretanto, caso essa sinténia seja encontrado em
todas as espécies de Harttia, a hipétese de essa caracteristica ser uma
caracteristica ancestral pode ser valida para Loricariinae e poderia ter se mantido em
algumas espécies, desaparecendo nos géneros mais derivados como Rineloricaria
(RODRIGUES, 2010).

A localizacdo da RON em R. parva pode ser considerada uma caracteristica
derivada quando se analisa o histérico do género. Como ja dito, a RON geralmente &
localizada em cromossomos subtelo-acrocéntricos, sendo considerada como uma
caracteristica ancestral. Quando observamos R. pentamaculata e Rineloricaria cf.
reisi, a AQRON esta localizada no maior par subtelo-acrocéntrico do complemento.
Este par poderia dar origem, por inversdo pericéntrica, a um Cromossomo meta-
submetacéntrico maior do complemento e portador da AgRON em Rineloricaria
parva. Esta evidéncia corrobora com a histéria geolégica da bacia do Prata,
provincia Parano-Plantece, significando que as bacias do Paraguai, Parana e
Uruguai tiveram uma relacdo histérica e a atual ictiofauna apresenta diferencas

devido ao isolamento que levou a especiacao.

CONCLUSAO

Em sintese, os dados aqui obtidos de espécies nunca estudadas e a
localizacdo do gene DNAr 5S intensificam a diversidade cariotipica do género. Além
de serem apresentados marcadores especificos para algumas espécies, como o par
da RON em R. parva, o par ndo heterocromatico em R. cadeae e a distribuicdo do

DNAr 5S, como excelentes marcadores para as espécies de Rineloricaria.
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Tabela 1 — Dados cromossémicos das espécies de Rineloricaria estudadas no presente trabalho e seus respectivos locais de

origem
Espécie Local 2n Formula Cariotipica BC RON DNAr 18S DNAr 5S
Bacia da Laguna dos Patos
Rineloricaria cadeae rio Forquetinha 64 64st-a RP Terminal st-a par 9 st-a 4 sitios
Rineloricaria rio Forquetinha 68 68st-a RP, CS Terminal st-a par 9 st-a 3 sitios
microlepidogaster
Rineloricaria malabarbai rio Forquetinha 64 2m-sm+62st-a RP, CS Terminal st-a par 10 st-a 7sitios
Bacia do rio Tramandai
Rineloricaria aequalicuspis rio Maquiné 68 68st-a RP, CS Terminal st-a par 8 st-a 16 sitios
Rineloricaria strigilata lagoa da Cerquinha 70 8m-sm+62st-a RP, CS Terminal st-s par 1 st-a 6 sitios
Rineloricaria quadrensis lagoa dos Quadros 70 8m-sm+62st-a RP, CS Terminal st-a par 5 st-a 8 sitios
Bacia do rio Paraguai
Rineloricaria parva rio Miranda 60 6m-sm+54st-a RP, CS Terminal m-sm  par 1 m-sm 2 sitios
Bacia do alto rio Parana
Rineloricaria pentamaculata rio Jacucaca 56 8m-sm+48st-a RP, CS Terminal st-a par 1 st-a 12 sitios
rio Quexada 56 8m-sm+48st-a RP, CS Terminal st-a par 1 st-a 12 sitios
Bacia do rio Uruguai
Rineloricaria cf. reisi arroio Chimiray 60 60st-a RP, CS Terminal st-a par 1 st-a

2n=numero diploide, BC=bandamento C, PR=regido pericentromérica, CS=constricdo secundaria, RON=regido organizadora de nucléolo
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Figura 1 — Bandamentos cromossémicos: fluorocromos CMA;z positivo/DAPI
negativo, banda C e regido organizadora de nucléolo (RON). Em 1: R.
pentamaculata; 2: R. parva; 3: Rineloriaria cf. reisi.; 4: R. aequalicuspis;
5: R. strigilata; 6: R. quadrensis; 7: R. cadeae; 8: R. microlepidogaster; 9:
R. malabarbai; 10: S. robustum.

CMA3/DAPI  BC RON

nil
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Figura 2 — Localizacdo do genes ribossémicos com sondas de DNAr 18S e DNAr
5S. Em a: R. pentamaculata; b: R. parva; c: Rineloricaria cf. reisi; d: R.
aequalicuspis; e:R. strigilata; f: R. quadrensis; g: R. cadeae; h: R.
microlepidogaster; i: R. malabarbai; j:S. robustum.

rDNA 18S rDNASS rDNA 18S rDNA 5S

da
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CONCLUSAO GERAL

O estudo citogenético realizado em 9 espécies de Rineloricaria determinou:

O numero diploide € um bom marcador cromossémico para Rineloricaria
pentamaculata que, atualmente, é a Unica que apresenta 56 cromossomos;
Os dados citogenéticos das espécies R. strigilata, R. aequalicuspis e R.
microlepidogaster corroboram com os dados da sistematica que consideram
estas espécies como de um mesmo clado;

. A RON em Rineloricaria parva € um marcador para esta espécie e existe
evidéncias que ela é derivada e tenha sido originado por inversao pericéntrica
em um subtelo-acrocéntrico maior do complemento e portador da RON que
ocorre em Rineloricaria pentamaculata e Rineloricaria cf. reisi;

. A marcacdo do gene DNAr 5S mostrou-se um bom marcador para: R.
pentamaculata, R. microlepidogaster, R. malabarbai, R. cadeae, R.
aequalicuspis, R. strigilata, R. quadrensis e R. parva.

O maior numero diploide para Rineloricaria € 70 cromossomos como jé
descrito para Rineloricaria cf. lima (bacia do Parana) e no presente estudo
para Rineloricaria strigilatta e R. quadrensis (Bacia do Tramandai).

. Aparentemente a variacdo no numero diploide no género ndo segue um
padrao de distribuicdo ao longo das bacias. Altos nimeros diploides foram
encontrados tanto no interior quanto no litoral do continente, € necessario
estudos citogenéticos nas bacias do norte e nordentes para ajudar a elucidar

a distribuicdo do numero diploide no género.
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