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RESUMO

Com intuito de incrementar o niimero de registros citogenéticos em espécies de
peixes pertencentes a familia Loricariidae, o presente trabalho teve como objetivo basico
caracterizar cromossomicamente trés espécies de peixes da bacia do rio Piracicaba:
Hypostomus albopunctatus e Liposarcus anisitsi pertencentes a subfamilia Hypostominae,
e Corumbataia cuestae pertencente a subfamilia Hypoptopomatinae. As espécies H.
albopunctatus e L. anisitsi ja foram previamente analisadas em outras bacias e os dados
citogenéticos disponiveis sdo correlacionados a aqueles ora obtidos neste trabalho. Quanto
a espécie C. cuestae, os dados citogenéticos obtidos constituem a primeira caracterizacio
da estruturagdo cromossomica de uma espécie pertencente a este género. Os exemplares
foram submetidos a metodologias citogenéticas convencionais, complementadas com
bandamento-C, Ag-RON e FISH (hibridagdo fluorescente in situ) com sonda de rDNA 18S.
As espécies H. albopunctatus e L. anisitsi foram coletadas no rio Piracicaba (municipio de
Piracicaba, SP) H. albopunctatus, apresentou 2n=74 cromossomos (10M, 20SM, 44ST/A).

As regides organizadoras de nucléolo foram detectadas em até trés cromossomos,
pelo tratamento com o Nitrato de Prata, caracterizando RONs multiplas, sendo um
cromossomo acrocéntrico, com marcagdes terminais no braco longo e um par de
submetacéntricos pequenos, com marcagdes teloméricas nos bragos curtos, coincidindo
com os resultados obtidos pela técnica de FISH. O bandamento C evidenciou grandes
blocos de heterocromatina constitutiva na regido intersticial do brago longo de um par de
cromossomos acrocéntricos, no brago curto de um par de submetacéntricos, marcagdes
pericentroméricas no brago longo de um par de metacéntricos grandes, além de marcagdes
ténues em regides centroméricas de cromossomos submetacéntricos. L. anisitsi apresentou
2n=52 cromossomos (16M, 28SM, 6ST, 2A). As Ag-RONs se localizaram na posi¢do
terminal do brago longo de um par de cromossomos submetacéntricos, caracterizando
RONs simples, confirmadas por FISH. A heterocromatina constitutiva apresentou-se
localizada em blocos bem evidentes no braco longo do par de cromossomos
submetacéntricos portador da RON, adjacente a este sitio, na por¢do terminal do brago

longo de um par submetacéntrico grande e também na regido intersticial do brago longo de



um par de cromossomos acrocéntricos grandes. Os resultados citogenéticos obtidos com
essas duas espécies, mostram uma boa correlagdo com os resultados descritos para
espécimens pertencentes a outras bacias, sugerindo uma estabilidade cariotipica entre
diferentes populacdes dessas espécies. A espécie Corumbataia cuestae, coletada no
corrego da Lapa (municipio de Itirapina-SP), apresentou 2n=54 cromossomos (28M;
20SM; 6ST/A). Apenas duas regides organizadoras de nucléolos foram observadas,
localizadas na regido terminal do brago curto do par metacéntrico niimero 2, apresentando-
se heteromorficas quanto ao tamanho. Analises seqiienciais das metafases coradas pelo
Giemsa/ Nitrato de Prata/ bandeamento C, evidenciaram que as constric¢des secundarias no
par numero 2 correspondem as RONs. Regides heterocromatina constitutiva sdo observadas
nitidamente nesse par de cromossomos, com grandes blocos pericentroméricos. Os
resultados obtidos oferecem novos subsidios para os estudos evolutivos dos Loricariidae,
abrindo perspectivas para uma melhor compreensdo das correlagdes entre as espécies de

Hypostominae e Hypoptopomatinae.



ABSTRACT

Willing to develop the number cytogenetically reports on fish species belonged to the
Loricariidae family, the actual work had as the basic aim to feature chromosomically three
specimen of fishes from the basin of the Piracicaba river: Hypostomus albopunctatus;
Liposarcus anisitsi and Corumbataia cuestae. The specimen H. albopunctatus and L.
anisitsi which were previously feature cytogenetically in other basins and these
cytogenetically data are correlated to the data obtained on this work, concerning to the
species C. cuestae, the cytogenetically data obtained puts together the first feature of
chromosome framing of a specie belonging to this king. The samples were exposed to
conventional and differential cytogenetically methodologies, involving bandings-C, Ag-
RON e FISH (hybridization fluorescent in situ) with probe 18S. The specimen H.
albopunctatus and L. anisitsi were collected in Piracicaba river (Piracicaba country, SP),
the H. albopunctatus, showed 2n=74 chromosomes (10M, 20SM, 44ST/A) the parts
organized of nucleolus were seen as diversified, with until 3 chromosome marked by Silver
Nitrate, featuring on this specie multiple RONs, being acrocentric chromosome with
terminal bandings on short arms and of small submetacentric pair with telomeric bandings
on short arms, coinciding to the results obtained by de FISH technique. The preparations to
marking C, made it clear large heterochromatin interstitial arm of a acrocentric
chromosomal pair, on short arm of a submetacentric pair pericentromeric marking of a long
arm of a large metacentric pair beyond short markings in centromeric parts of chromosomal
submetacentric. The samples of L. anisitsi showed 2n=52 chromosome (16M, 28SM, 6ST,
2A), after Silver Nitrate staining, the markings were placed on terminal position of a long
arm by a submetacentric chromosomal pair, featuring a single RON, confirmed by FISH.
The cytogenetical result obtained with two specimen on the actual work when compared to
the same specimen already described belonged to other basins they show a considered
conservation state. Differences were found, however, we might suggest that these specimen
seem to be cytogenetically very preserved when we compare the cytogetical results already
obtained to the species H. albopunctatus and L. anisitsi available in literature. The specie

Corumbataia cuestae, colleted at Lapa river (Itirapina county-SP), showed 2n=54



chromosomes (28M; 20SM; 6ST/A) just to Nucleolus Organized Regions were observed,
placed on the terminal part of short arm from number 2 pair featured as metacentric, and
they were seen as heteromorphic thought the size, sequential analysis of metaphases in
Giemsa/Silver and Giemsa/banding-C, discovered that the secondary constrictions
correspond to RONs. The constitutive heterochromatin pattern is observed clearly
nucleolus chromosomal pair, with large pericentromeric heterochromatic blocks. The
results obtained to offer new subsidy for studies evolution of Loricariidae, to open
perspective for best understanding of correlations between species of Hypostominae and

Hypoptopomatinae.



1. INTRODUCAO



1.1. Caracterizacao da Bacia do Rio Piracicaba

A bacia do rio Piracicaba ¢ considerada de porte médio, com cerca de 12.400 Km?,
localizada no estado de Sdo Paulo, com exceg@o da por¢ao Nordeste que se situa no Estado
de Minas Gerais.

E constituida pelos rios Atibaia, Jaguari e Piracicaba e tendo como seus dois mais
importantes afluentes o rio Camanducaia e o Corumbatai.

O rio Atibaia tem suas cabeceiras no proprio Estado de Sao Paulo, sendo formado
pelos rios Cachoeira e Atibainha. O rio Jaguari nasce no Sul do Estado de Minas Gerais,
mas percorre sua maior distancia no Estado de Sdo Paulo. Na sua porcdo final, o rio
Jaguari, recebe seu principal afluente, o Camanducaia.

Aproximadamente no centro da bacia, os rios Atibaia e Jaguari encontram-se para
formar o rio Piracicaba, o qual recebe o rio Corumbatai, seu mais importante tributario. O
rio Corumbatai possui pequenos afluentes em ambas as margens, sendo o rio Passa-Cinco a
sua margem esquerda, um de seus mais importantes tributarios (Figura 1).

Assim ap0ds a confluéncia dessa complexa integragdo de rede de mananciais, o rio
Piracicaba termina seu percurso desaguando no rio Tieté, que faz parte do sistema Parana.
Esse sistema ¢ o segundo maior do continente, drenando cerca de 4.000.000 Km2, na
Argentina, Bolivia, Brasil, Paraguai ¢ Uruguai.

Diferentes fatores determinam as caracteristicas hidrograficas de uma bacia, entre os
quais podemos destacar o indice pluviométrico, o solo e o relevo.

Importante fator que influéncia a hidrografia ¢ a quantidade de chuva que cai sobre
a bacia. A bacia do rio Piracicaba apresenta um alto indice de pluviosidade, em média de
1300 a 1800mm/ano. Os solos dessa bacia sdo predominantemente argilosos (particulas <
que 0,02mm).

Entretanto existem areas em que predominam areias Quartzozas (particulas > que
2mm) e a textura do solo ¢ responsavel pela quantidade de agua que o mesmo retém. Os
rios desta bacia correm de leste para oeste, seguindo as diferengas em altitudes. E
importante ressaltar que o relevo determina a dire¢do que os rios correm, bem como a
densidade da drenagem, pois quanto mais acidentado o terreno, mais riachos e corregos sdo

formados, conforme indica¢Ges na figura (2) a bacia ¢ classificada em trés regides: a regido



1 (altitudes mais elevadas) pertencentes ao Planalto Atlantico; a regido 2 (menores

altitudes) correspondente a Depressdo Periférica e a regido 3 (relevo acidentado na regido

Noroeste da bacia) localizada na zona das Cuestas Basalticas.

Passa Cinco

Conumbalai

Figura 1- Tributérios da Bacia do Rio Piracicaba. (www.cena.usp.br/piracena).
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Figura 2- Mapa Topografico da bacia do rio Piracicaba; as cores mais claras representam menores

altitudes e as mais escuras maiores altitudes (Www.cena.usp.br/piracena).

Esta bacia, apresenta varios reservatorios importantes, 3 deles se localizam na
regido das cabeceiras e fazem parte do sistema Cantareira. Esse sistema € responsavel pela

exportacdo de dgua da bacia do Piracicaba para regido metropolitana de Sao Paulo.
A bacia do Piracicaba abrange um total de 61 municipios, abastecendo

aproximadamente 3 milhdes de habitantes distribuidos de forma irregular, provocando

urbanizagdo desordenada e nao planejada, que ao longo de seu desenvolvimento
praticamente extinguiu a vegetacdo nativa, sendo substituida por culturas agricolas, e que

atualmente apresenta apenas 3,5% de area coberta por matas originais.
O longo processo de urbanizagdo ndo planejado acentuou problemas tanto no

consumo de agua como na liberacdo de esgotos, o que hoje provoca desequilibrios

ambientais que aos poucos estio afetando a manutengao da bacia.
A retirada total de 4gua da bacia do rio Piracicaba, para diferentes fins, ¢ da ordem

de 64ma/s. Desse total, 33m?/s € utilizado como recursos hidricos na propria bacia, gerando
abastecimento ao publico a industria e a agricultura (sendo que os dois primeiros devolvem
cerca de 80% desse volume na forma de esgoto e na forma de efluentes industriais) e

31m’/s ¢ exportado para a regido metropolitana de S@o Paulo, sendo que essa agua



exportada corresponde a cerca de 60% do consumo total dessa regido

(www.cena.usp.br/piracena).

1.2. Estudos citogenéticos em peixes Neotropicais

Os peixes constituem um grupo extremamente favoravel para estudo citogenético e
evolutivo, uma vez que ocupam uma posi¢do basal na filogenia dos vertebrados (Nelson,
1984). Os estudos citogenéticos em peixes neotropicais iniciaram na década de 60 por
pesquisadores europeus e no inicio da década de 70 por pesquisadores brasileiros (Artoni,
1996). Esses estudos, baseados inicialmente em cortes de tecidos ou esmagamento de
embrides, testiculos ou tecidos hematopoiéticos tiveram um notdvel avango a partir da
década de 70, com a utilizacdo da técnica de suspensio de células e secagem ao ar.

Nos ultimos anos, devido basicamente a utilizacdo de novas técnicas para analise
cromossdmica, esses estudos apresentaram um razoavel desenvolvimento, o que tem
possibilitado a citogenética contribuir mais efetivamente ndo sé para analises filogenéticas
e taxondmicas, como para uma maior compreensdo da estrutura cromossomica (Andreata,
1991).

Os peixes apresentam uma faixa de variagdo de nlimeros cromossomicos diploides
de 2n=12 a 2n=250 ¢ de quantidade de ADN, de 0,4 pg a 140 pg, além de polimorfismos
intrapopulacionais e intraespecificos (Kirpichnikov, 1981). Dentre a ictiofauna neotropical,
o menor numero dipldide consiste de 20 cromossomos, descrito para Pterolebis longipinnis,
e o maior consiste de 134 cromossomos, descrito para Corydoras aeneus (Oliveira et al.,
2000). Na familia Loricariidae constata-se a existéncia de uma ampla variedade cariotipica
numérica, com numeros entre 2n=36 cromossomos em Rineloricaria latirostris (Giuliano-
Caetano, 1998) a 2n=80 cromossomos em Hypostomus sp.(Artoni, 1996), e estrutural em
populagdoes de varias espécies, como por exemplo, Microlepdogaster leucofrenatus
(Andreata et al., 1994).

Essa variabilidade poderia ser explicada pelo fato de os peixes representarem um
grupo de animais primitivos altamente heterogéneo, submetido a processos evolutivos em

diferentes dire¢des (Kirpichnikov, 1981). Outra explicagdo, segundo Bush ef al., (1977) e



Lande, (1979), estaria relacionada com o padrdo de distribuicdo geografica, uma vez que o
isolamento das bacias hidrograficas, com a conseqiiente formagdo de populagdes
alopatricas, favoreceria o processo de especiacdo. Modelos propostos por esses mesmos
autores, que levam em conta a vagilidade, tamanho das populagdes e a fixacdo de
rearranjos, poderiam explicar a variabilidade cromossdmica de determinados grupos de
peixes. Assim, grupos caracterizados pela alta mobilidade e constituidos por um grande
numero de individuos, apresentariam uma estrutura cariotipica estavel, ao passo que grupos
com pequena mobilidade e baixa densidade populacional, mostrariam grande variagdo
cariotipica ao nivel inter e intraespecifico.

Dados indicam a descri¢ao de caridtipos para cerca de 2.600 espécies de peixes em
todo o mundo (Ozouf-Costaz e Foresti, 1992). A ictiofauna neotropical compreende
aproximadamente 8.000 espécies, num total de 24.600 espécies taxonomicamente
conhecidas (Nelson, 1984). Deste montante, atualmente sdo conhecidos dados citogenéticos
(numeros diploides/haploides) de 921 espécies neotropicais, distribuidas em 252 géneros e
44 familias (Oliveira et al., 2000).

Os estudos citogenéticos tém fornecido contribui¢des importantes a taxonomia de
peixes. Bertollo et al. (1986) ressaltam como contribui¢des concretas da citogenética para a
taxonomia uma boa caracterizagdo cromossomica das espécies, a evidéncia cariotipica para
as suas relagdes evolutivas, o suporte adicional para a identificacdo de espécies
taxonomicamente problematicas ¢ a reunido de evidéncias de possiveis casos de espécies
cripticas.

Ou ainda estudos que integram as duas abordagens, como evidéncia o trabalho de
Moreira-Filho (1989), onde a associa¢ao dos dados cariotipicos € morfoldgicos possibilitou
diferenciar, a priori, seis formas no “complexo” A. scabripinnis. Segundo o autor a
integragdo das duas metodologias possibilitou a obtengdo de informagdes mais conclusivas,
pois formas ndo diferenciadas cromossomicamente puderam ser separadas por analises
morfologicas, e formas morfologicamente idénticas puderam ser separadas

cromossomicamente.



1.3. Aspectos gerais da familia Loricariidae

Pertencente a Ordem dos Siluriformes, a familia Loricariidae, segundo Isbruker
(1980); Burguess, (1989) e Armbruster (1997) apresenta cerca de 600 espécies ja descritas,
distribuidas em 70 géneros e 7 subfamilias. Segundo Spix e Agassiz (1829, apud Montoya-
Burgos et al,, 1998) o grupo dos loricariideos foi primeiramente denominado de
Gonyodontes. Posteriormente o grupo foi dividido em dois subgrupos: Loricariinae e
Hypostominae por Kner (1853a, 1853b, apud Montoya-Burgos et al., 1998). Bleeker (1862,
apud Montoya-Burgos et al., 1998) identificou duas subfamilias, Plecostomiformes e
Loricariaeformes. Em seguida Eigenmann e Eigenmann (1890) propuseram a inclusdo de
mais uma subfamilia ficando assim constituida: Loricariinae, Hypoptopomatinae e
Plecostominae. Regan (1904) acrescentou mais duas subfamilias: Neoplecostominae e
Argiinae. Gosline (1945) substituiu a sub familia Argiinae por Astroplepinae, apds revisao
mais detalhada, e acrescentou mais uma subfamilia ao contexto a Lithogeninae. Isbruker
(1980) reconheceu Astroplepinae como uma familia e entdo sugeriu a distingdo de duas
subfamilias dentro de Plecostominae: Hypostominae e¢ Ancistrinae. Howes (1983) ao
estudar a miologia do crinio e o esqueleto, concluiu que essas duas subfamilias ndo
formavam grupos naturais. Isbruker (1981) propds seis subfamilias: Lithogeninae,
Hypoptopomatinae, Loricariinae, Ancistrinae, Hypostominae ¢ Neuplecostominae. Em uma
analise filogenética mais aprofundada das subfamilias de Loricariidae, Shaefer (1988)
propde a formagdo de seis grupos monofiléticos: Ancistrinae; Ancistrinae ¢ Hypostominae;
Loricariinae;  Ancistrinae, = Hypostominae e  Loricariinae; = Hypoptopomatinae;
Hypoptopomatinae, Loricariinae, Hypostominae e Ancistrinac. E nesta analise
Lithogeninae e Neuplecostominae foram excluidas. Porém, através dos estudos de
caracteres morfologicos (osteologia, anatomia externa e gastrintestinal), Armbruster (1997)
propds duas novas subfamilias, Hemipsilichthiinae ¢ Upsilodinae, esta Gltima considerada
pelo autor como a mais basal entre os loricariideos.

Os peixes desta familia ocupam habitas variados demonstrando assim uma grande
capacidade adaptativa que pode ser exemplificada pela sua respiragdo, que além das
branquias, também ¢ realizada pelas paredes vascularizadas do estdmago, fato que lhe

permite ficar fora da agua por longo periodo. Comumente conhecidos como cascudos ou



limpa-vidro (algumas espécies sdo ornamentais, comuns por realizarem limpeza em
aquarios), Giuliano-Caetano (1998), resume algumas de suas principais caracteristicas

propostas para os Loricariidae:

- primeiro raio dorsal ndo aculeado, mas em forma de raio forte e indiviso;

- habito predominantemente bentonico;

- auséncia de barbilhdes maxilares e mentoniano e presenga de apenas um par de
barbelas rictais;

- aparelho de Weber (cadeia de ossiculos que comunica o ouvido interno a bexiga
natatéria);

- quatro séries longitudinais de placas Osseas sendo o abddmen revestido por
numerosas placas pequenas; mecanismo de trava das nadadeiras dorsal e peitoral (as vezes
ausente);

- membranas branquiais ligadas ao istmo (aberturas branquiais pequenas); boca
ventral em forma de ventosa (com maxilas soltas);

- tendéncia da cabeca, corpo e especialmente pedinculo caudal se tornarem
achatados;

- nadadeira adiposa, quando precedida por espinho.

Alguns loricariideos tém hébito ilidfago. Adicionalmente sua alimentagdo consiste
de vegetais e pequenos invertebrados. Em geral sdo caracterizados por uma baixa
fecundidade, ocasionada pela liberacdo de poucos ovos. Em certos casos observa-se
pronunciado dimorfismo sexual (Menezes, 1949a e 1949Db).

Segundo Angelescu & Gneri (1949), os cascudos possuem caracteristicas biologicas
que lhes proporcionam acentuada importancia ecologica, o que € salientado pelo habito
alimentar detritivoro-herbivoro, que varia em func¢do das caracteristicas fisiograficas do
ambiente sendo, o alimento aproveitado por estas espécies, produto dos processos
metabdlicos do circuito nutritivo do meio aquatico.

Além da importancia ecoldgica, algumas espécies de cascudos representam grande
importancia bioeconémica, como ¢ o caso da espécie Rhinelepsis aspera que ¢ amplamente

distribuida na bacia do rio Parana, onde se constitui um importante recurso pesqueiro,



representando uma média de 45,5 toneladas/mensais na regido de Guaira (Parana, Brasil)
no inicio do reservatoério de Itaipu (Agostinho et al., 1989).

Apesar de constituir uma das maiores familias de peixes de agua doce, grande
importancia biologica e extensa distribuicdo por todo neotrdpico, andlises citogenéticas
ainda sdo relativamente escassas, frente ao nimero de espécies (Artoni, 1996; Alves, 2000
e Artoni e Bertollo, 2001). Segundo Oliveira e Gosztonyi (2000) dados citogenéticos estdo

disponiveis para apenas 56 espécies desse grupo, das 600 espécies ja descritas.

1.3.1. Subfamilia Hypostominae

Os Hypostominae, conhecidos como cascudos, sdo peixes teledsteos, siluriformes,
de grande porte (Hypostomus plecostomus pode atingir até 35 cm de comprimento)
encontrados em diversos rios brasileiros. Segundo Mo, (1991), a subfamilia Hypostominae,
constitui um dos grupos de siluriformes mais recentes na América do Sul, o que estimula
estudos sobre a especiagdo desses peixes.

Esta subfamilia é composta por 19 géneros (Isbrucker, 1981), ¢ em apenas cinco
desses géneros (Hypostomus, Liposarcus, Rhnielepsis, Pogonopoma e Ptrygoplichthys)
foram desenvolvidos algum tipo de trabalho citogenético. O género Hypostomus é o que
apresenta o maior nimero de espécies ja cariotipadas e, segundo Britski (1972), ¢ o género
de cascudos dominante nos rios brasileiros.

De acordo com Reis et al.(1990), a identificacdo ao nivel de espécie, assim como a
sistematica deste género se apresenta problematica, refletindo o que acontece em toda a
familia Loricariidae, devido a auséncia de revisdes mais recentes nesse grupo, além da falta
de conhecimento geral da distribui¢do destes peixes pelos rios da América do Sul.

Assim como os demais Loricariideos, os Hypostominae apresentam ampla
distribuicdo e diversidade bioldgica, sendo considerados por Angelescu & Gneri (1949),
animais de acentuada importancia ambiental, uma vez que atuam como pré-mineralizadores

da matéria orgénica antes que essa reingresse na cadeia alimentar.



1.3.1.1. Estudos citogenéticos da subfamilia Hypostominae

Dentre as seis subfamilias dos Loricariidae a Hypostominae é a mais especiosa.

A maioria dos estudos citogenéticos ja realizados sdo referentes ao género
Hypostomus (Giuliano-Caetano, 1998). Este género de cascudos domina os rios brasileiros,
apresentando nimero diploide bastante variavel, compreendido entre 2n=52 a 80, sendo
2n=72 o valor mais freqiiente, sugerindo que os rearranjos cromossomicos 0s mecanismos
Robertsonianos desempenharam um papel significativo na evolugéo cariotipica desse grupo
(Giuliano-Caetano, 1998). Artoni (1996) estudou 12 espécies pertencentes ao género
Hypostomus, dentre elas Hypostomus albopunctatus 2n=74 e Liposarcus anisitsi 2n=52, ¢
pode constatar que os diferentes nimeros diploides ficaram entre 52 e 80, determinando
uma freqiliéncia mais acentuada de 2n=72. Além da diversidade no numero diploide desse
género ainda sdo observadas variacdes quanto ao numero fundamental (NF), como
constatou Michele (1975) ao analisar quatro espécies e detectou para Hypostomus
ancistroides 2n=68 com NF= 105 para machos e NF=106 para fémeas; para Hypostomus
macrops 2n=68 sendo NF=92 para machos; para Hypostomus strigaticeps com 2n=74 e
NF=86; ¢ Hypostomus paulinus com 2n=72 ¢ NF=78.

Nos Hypostomus as regides organizadoras de nucléolo (RONs) também apresentam
fenotipos variados. Além de um freqiiente polimorfismo de tamanho dessas regides, entre
cromossomos homologos, verifica-se a presenca de espécies com um s6 par de RONs e
outras com RONs miltiplas, sendo essas ultimas as mais freqiientes (Artoni & Bertollo,
1992). Entretanto, segundo Artoni (1996) a situagdo mais comum entre os peixes ¢ a
existéncia de somente um par de cromossomos portadores de genes para RNA ribossomico.

Em peixes, a localizacdo do DNAr 45S (18S + 5,8S + 28S) ¢ um importante
marcador citogenético, onde se observa grupos nos quais usualmente predomina um unico
par de RONs (Curimatidae, Anastomidae, Parodontidae, Prochilodontidae e Cichidae),
grupos que apresentam RONs multiplas (Characidae, Lebiasiniade, Loricariidae,
Erythrinidae e Callichthyidae), ou ainda podendo estar localizadas em cromossomos
sexuais (Bertollo e Cavallaro, 1992; Born e Bertollo, 2000; Artoni e Bertollo, 2002). Sua
localizagdo pode ser feita diretamente através da hibridagdo fluorescente in situ (FISH) com

sondas especificas, ou indiretamente, através da utilizagdo do Nitrato de Prata.



Atualmente a técnica de hibridagdo fluorescente in situ (FISH), torna possivel a
localizagdo de fragmentos de DNA de diversos tamanhos nos cromossomos metafasicos
(Ozouf-Costaz et al., 1997). Apesar de que seqiiéncias génicas de cOpia Unica possam ser
detectadas por essa metodologia, aquelas que se apresentam em multiplicidade sdo mais
faceis de serem visualizadas e as mais utilizadas em peixes (Phillips & Reed, 1996). Nos
peixes a visualizacdo dos genes ribossomais maiores, por FISH, é muitas vezes equivalente
as marcagdes obtidas por impregnacdo pela prata (Wasko & Galetti, 2000). Em
Hypostomus affinis, por exemplo, de 2 a 5 Ag-RONs foram evidenciadas pelo nitrato de
prata e através da hibridagdo in situ, foram observados 5 sitios de DNAr 18S, os quais
confirmam o nimero maximo de Ag-RONs obtidas (Kavalco et al., 2004). Atualmente as
técnicas de (FISH), tém sido muito empregadas como ferramenta freqiiente na citogenética
de peixes.

Segundo Scavone & Julio Jr., H.F. (1994) nos Hypostominae ndo sdo raros os
exemplos de polimorfismos relacionados ao niumero cromosséomico devido a cromossomos
supranumerarios ou por rearranjos cromossomicos.

Os peixes sdo caracterizados por uma variabilidade de determinacdo de sistemas
sexuais. Ja foram descritos oito tipos de sistemas cromossdmicos de determinagdo de sexo,
com a presenga de sistemas multiplos e simples (Takako ef al., 2000). Heteromorfismo
sexual, com sistema de cromossomos sexuais do tipo ZZ/ZW, pode ser observado por
Artoni (1996) em uma espécie de Hypostomus (Hypostomus sp.G; 2n=64).

Em Hypostomus macrops foi encontrado um possivel par de cromossomos
heteromorficos indicando um sistema de cromossomos sexuais XX/XY (Michele et al.,
1977).

A heterocromatina ¢ uma classe da cromatina que replica 0o DNA mais lentamente e
possui atividade transcricional baixa ou inexistente. A heterocromatina classificada como
constitutiva ¢ detectada pela técnica de bandamento C, embora com alguma variabilidade
(Sumner, 1990). Os dados referentes a banda C sd3o pouco expressivos e revelam
marcagdes preferencialmente centroméricas e pericentroméricas. Também se tem
constatado a coincidéncia das regides organizadoras de nucléolos com as bandas
heterocromaticas, em varias espécies de Siluriformes (Fenocchio & Bertollo, 1990; Oliveira

1991). Nos Hypostomus , como em outros peixes, tem ocorrido com freqiiéncia a presenga



de bandas bem evidentes, ao lado de outras mais discretas em cromossomos submetidos ao
bandamento C (Artoni, 1996).

Ha poucos relatos na literatura sobre outros géneros de Hypostominae. Para
Liposarcus por exemplo, apenas duas espécies até o momento foram citogeneticamente
estudadas: Liposarcus anisitsi 2n=52 (Artoni et al., 1999) e Liposarcus sp. 2n=52

(Fenerich, 1998), apresentando esta ltima apenas dados referentes ao niimero dipléide.

1.3.2. Subfamilia Hypoptopomatinae

A subfamilia Hypoptopomatinae ¢ a melhor reconhecida como um grupo natural
dentre os Loricariideos, representada por cerca de 70 espécies de peixes, alocadas em 16
géneros largamente distribuidos por cursos de dgua doce da América do Sul cis-andina, da
Venezuela, e até o Norte da Argentina (Reis e Schaefer, 1992; Reis e Schaefer, 1998;
Isbrucker, 2001).

A subfamilia atualmente esta dividida em duas tribos, os Hypoptopomatini e os
Otothyrini. Estes peixes sdo geralmente referidos como “cascudinhos” no Brasil, onde o
grupo ¢ mais diversificado. Peixes da subfamilia Hypoptopomatinae sdo de pequeno porte
(maioria menores que 60mm de comprimento), geralmente compartilham uma fisionomia
adulta e morfologia peculiar no esqueleto do raio peitoral (Schaefer, 1991). Sao
primariamente herbivoros, porém, ao contrario de outros loricariideos encontrados
primariamente em nascentes de rios, os Hypoptopomatinae sdo encontrados com maior
freqiiéncia em ou proximo da por¢do superior da coluna d’agua em associagdo direta com
estruturas proximas da superficie, tal como galhos de &rvores submersos, macrofitas
aquaticas e gramas laminares terrestres crescendo ao longo das margens correntes e
estendendo-se dentro da dgua (Schaefer, 1998)

Diferenciam-se morfologicamente dos demais Loricariidae, principalmente pela
presenca de 5 placas de cada lado da borda rostral e cintura escapular (cleitro e coracoide)

total ou parcialmente exposta (Britski, 1972; Boeseman, 1974).



A grande diversidade de formas biologicas e a ampla distribui¢do dos representantes
de Hypoptopomatinae tornam os estudos citogenéticos nessa subfamilia bastante
interessantes do ponto de vista taxonomico, sistematico e evolutivo (Andreata, 1991).

Nos ultimos anos, tem sido descritos novos géneros e espécies para esse grupo
(Britski, 1997; Garavelo, J.C., Britski, H.A., Schaefer, S.A.,1998; Reis e Schaefer, 1998;
Reis e Schaefer, 1992; Schaefer, 1996, 1997; Schaefer e Provenzano, 1998). Recentemente
foi criado, o género Corumbataia (Britski, 1997), no qual ja foram identificadas duas

espécies, C. tfocantinensis e C. cuestae e sendo a lltima, alvo do presente estudo.

1.3.2.1. Estudos citogenéticos da subfamilia Hypoptopomatinae

Estudos citogenéticos realizados por Andreata et al. (1994) demonstram que nos
hypoptopomatideos hd uma tendéncia para manter o nimero cromossomico diploide
2n=>54, variando apenas em Ofocinclus aff. vestitus com 2n=72 e Hisonotus gibbosos 2n=58
(Andreata et al., 1993; 2000), sendo assim considerado um grupo bastante conservado.

A regides organizadoras de nucléolos (RONs) geralmente encontram-se em
cromossomos metacéntricos e submetacéntricos, podendo ser localizadas em posi¢do
intersticial, terminal ou subterminal, sendo a maioria intersticial. De acordo com trabalhos
realizados por Andreata et al. (1992) as RONSs, intersticiais, das espécies de
Hypoptopomatinae estdo localizadas em cromossomos metacéntricos grandes,
possivelmente os do par 2. Contudo, apesar dessas tendéncias, podem ocorrer variagdes
quanto a morfologia cromossdmica, localizacdo das regides organizadoras de nucléolo e
padrdo de heterocromatina constitutiva tanto em nivel especifico quanto populacional.
Segundo Andreata et al. (2000), em duas populacdes de Hisonotus sp., as RONs ativas,
observadas através da impregnacdo de nitrato de prata, sempre corresponderam a
localizagdo dos cistrons ribossomais 18S no caridtipo. O padrao de heterocromatina
constitutiva ¢ uma importante ferramenta da citogenética, principalmente quando se analisa
a sua constitui¢do, comparando-as entre espécies de peixes de um mesmo grupo (Almeida-

Toledo et al., 2000).



Tratando especificamente da subfamilia Hypoptopomatinae, a distribuicdo da
heterocromatina constitutiva, apresenta-se bastante heterogénea. As marcagdes estdo
localizadas em diferentes cromossomos, podendo ser: intersticial, pericentromérica,
terminal ou subterminal (Takako ez al., 2000).

Polimorfismos relacionados ao nimero cromossdmico, devidos a cromossomos
supranumerarios (cromossomos B) foram encontrados em Microlepdogaster leucofrenatus
(Andreata et al., 1993; 1994). Também ja foram registrados sistemas de determinagdo
sexual cromossomica em Pseudotocinclus tietensis (sistema XX/XY), Microlepdogaster
leucofrenatus e Otocinclus aff- vestitus (sistema ZZ/ZW), conforme Andreata et al., (1992;
1993).



2. OBJETIVOS



Em se considerando os aspectos anteriormente citados, foi proposto neste trabalho:

e Estudar as caracteristicas cromossomicas em algumas espécies da familia
Loricariidae, visando a estrutura cariotipica, variabilidade das RONs e possiveis

mecanismos de determinagdo de sexo.

e Analisar citogeneticamente espécie representante da subfamilia Hypoptopomatinae,

ainda ndo estudada sob aspecto citogenético.

e Aplicar fluorocromos base-especificos e hibridizar in situ sondas fluorescentes de
DNAr 18S nos cromossomos das espécies analisadas pelas técnicas citogenéticas

basicas.

e Inferir sobre a evolugdo cariotipica do grupo, com base nos resultados obtidos e em
dados ja disponiveis na literatura, em relagdo as espécies estudadas desta bacia,

comparadas as mesmas espécies ja estudadas em outras bacias.



3. MATERIAIS E METODOS



3.1. MATERIAIS

3.1.1. Espécies Analisadas

Foram coletados e analisados exemplares (macho e fémea) de trés espécies,
pertencentes a familia Loricariidae, sendo elas Liposarcus anisitsi, Hypostomus
albopunctatus e Corumbataia cuestae.

A posigdo taxondmica dessas espécies € a seguinte:

Classe Osteichthyes
Ordem Siluriformes
Subordem Siluroidei
Familia Loricariidae
Subfamilia Hypostominae
Género Hypostomus

Hypostomus albopunctatus

Subfamilia Hypostominae
Género Liposarcus

Liposarcus anisitsi

Subfamilia Hypoptopomatinae
Género Corumbataia

Corumbataia cuestae

P



3.1.2. Locais de Coleta

Os exemplares da espécie Corumbataia cuestae foram coletados no Ribeirdo da
Lapa (e em seu tributario Cérrego do Rochedo) — constituinte da sub-bacia do rio Passa-

Cinco, que por sua vez ¢ pertencente a bacia do rio Piracicaba (Figuras 3, 4a e 4b).
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Figura 3 - Mapa indicando os principais pontos de coleta

Os exemplares das espécies Liposarcus anisitsi e Hypostomus albopunctatus foram

coletados no Rio Piracicaba no municipio de Piracicaba.(Figuras 3 e 4c)




(a) Foto Ribeirdo da Lapa (b) Foto Corrego do Rochedo

(c) Foto Rio Piracicaba

Figura 4- Imagens dos locais de coleta.



3.2. METODOS

3.2.1. Obtencao de Cromossomos Mitoticos

3.2.1.1. Preparacoes Diretas

Esta foi descrita por Egozcue (1971) e modificada por Bertollo (1978), para

obtencdo dos cromossomos mitoticos. Seguiu-se 0s seguintes passos.

e Injetar no dorso do animal suspensao (levedura);

e Deixar o peixe em aquario bem arejado, por um periodo de 48hs. Decorrido esse
tempo, sacrificar o animal e retirar o rim;

e Acondicionar o material em pequenas cubas contendo de 5 a 10ml de solugao
salina (Hanks).

e Fragmentar bem o material, com o auxilio de pingas de dissecagdo, completando
este processo com uma seringa hipodérmica, desprovida de agulha, através de
suaves movimentos de aspiracdo e expiragdo do material, facilitando a
separagdo das células, até obter uma suspensao celular homogénea;

e Adicionar quatro gotas de Colchicina a 0,025%, e aguardar por 30 minutos;

e Ressuspender o material com auxilio de uma pipeta Pasteur, transferindo-o para
tubos de centrifuga;

o Centrifugar por 10 minutos a 900rpm;

e Retirar o sobrenadante e acrescentar 10ml de solucdo hipotonica de KCI
(0,075M).

e Incubar a suspensdo obtida em estufa a 36-37°C, durante 20 minutos;

e Ressuspender o material com bastante cuidado, acrescentar algumas gotas de
fixador recém preparado (metanol: acido acético — 3:1);

e Ressuspender o material e centrifugar por 10 minutos a 900rpm, descartando o
sobrenadante com pipeta Pasteur;

e Adicionar, vagarosamente, 5-7 ml de fixador, recém preparado, deixando

escorrer através das paredes do tubo;



e Centrifugar por 10 minutos a 900rpm;

e Ressuspender o material cuidadosamente, com auxilio de pipeta Pasteur;

e Repetir as etapas 12 a 14 por duas vezes. Apds a ultima centrifugacido e
eliminagdo do sobrenadante, adicionar 1 ml de fixador e ressuspender bem o
material;

e Acondicionar em pequenos frascos tipo “epeendorft”, ou trabalhando conforme
0s seguintes passos;

e Pingar 3 a 4 gotas de suspensdo obtida, sobre diferentes regides de uma lamina
bem limpa, mantida em 4gua destilada, na geladeira ou sobre uma ldmina seca,
aquecida suavemente (35 a 30°C), em chapa aquecedora;

e Escorrer o excesso de material, inclinando um pouco a lamina sobre um papel
filtro;

e Secar diretamente ao ar;

e Corar com Giemsa a 5% em tampao (pH 6,8) durante 8 minutos;

e Lavar a lamina com agua destilada e deixar secar ao ar.

3.2.2. Bandamentos Cromossomicos

3.2.2.1. Deteccao da Heterocromatina Constitutiva — Bandas C

Para o estudo da heterocromatina constitutiva utilizou-se a técnica descrita por
Sumner (1972), com algumas modificagdes, de uso corrente no Laboratdrio de Citogenética

(DGE/UFSCar).

e Tratar a lamina preparada segundo a técnica descrita para cromossomos
mitdticos com HCI 0,2 N em Banho-Maria a temperatura 40°C, por 10 minutos;

e Lavar a lamina em 4gua deionizada;

e Incubar a lamina em solug@o aquosa de hidroxido de bario a 5% durante cerca
de Iminuto, a 40°C.

e Apos o tempo lavar rapidamente em uma solugdo de HCI 0,2N;



e Lavar em agua deionizada e secar ao ar;

e Incubar a lamina em solugo de 2x SSC, por 30 minutos a 60°C;

e Lavar em agua deionizada e secar ao ar;

e Corar com Giemsa 5% em tampao fosfato (pH 6,8), por 8 minutos;

e Lavar em agua deionizada e secar ao ar.

3.2.2.2. Deteccao das Regides Organizadoras de Nucléolo (Ag-RONSs)

A caracterizag@o das regides organizadoras de nucléolo utilizou-se a técnica descrita

por Howell & Black (1980), obedecendo aos seguintes passos:

e Pingar sobre a lamina, preparada conforme a técnica adotada para cromossomos
mitéticos, uma gota de solugdo aquosa de gelatina a 2% (acrescida de acido
férmico na proporc¢ao de 1ml para cada 100 ml de solugdo);

e Adicionar, sobre a gota anterior, 2 gotas de solu¢ao aquosa de nitrato de prata a
50%; 03. Misturar bem o cobrir com laminula;

e Incubar em estufa a 60°, por um periodo de aproximadamente 5 minutos,
dependendo de um monitoramento de coloragdo de lamina e dos cromossomos,
a0 microscopio;

e Apds o tempo apropriado, quando os cromossomos assumem uma totalidade
amarelada e as RONs e os nucléolos uma coloragdo preta ou marrom, lavar em
agua deionizada, possibilitando que a laminula seja retirada naturalmente pela

propria agua.

3.2.2.3. Técnica de Hibridacdo “IN SITU” com DNAr (Pinkel et al.,
1986; Hankalo & Elgin,1991)

Preparagdo da sonda de DNA



Adicionar em um tubo de 1,5mL mantido no gelo: SuL 10x dNTP mix;
1ugDNA;5uL de agua destilada (q.s.p.45uL); SuL 10x Enzima mix.

Fechar o tubo e centrifugar rapidamente (spin 15000g);

Incubar a 16°C por uma hora

Adicionar S5uL de Stop Buffer;

Precipitar o DNA com acetato de sédio(5uL) e etanol absoluto gelado (110uL).

Misturar invertendo o tubo. Levar ao freezer -20°C por duas horas;

Centrifugar a 15000g por dez minutos;

Cuidadosamente remover o sobrenadante e secar o pellet;

Ressuspender o pellet em 50pL de 4gua autoclavada;

Repetir os passos 5¢e 6 ;

Ressuspender em 80uL de tampao TE[10mM Tris-HCI (pH 7.5)- ImMEDTA]

e armazenar a 20°C.

Preparagdo das Laminas

(Tratamento com RNAse):

Incubar as ldminas em 90uL de RNAse 0,4% em2xSSC, por uma hora em
camara imida a 37°C.
Lavar trés vezes em 2xSSC por cinco minutos cada;

Lavar durante 5 minutos em PBS 1x, em temperatura ambiente.

(Pos-Fixagdo):

Fixar em formaldeido 1% em PBS 1x/50mM de cloreto de magnésio durante
dez minutos em temperatura ambiente;

Lavar durante 5 minutos em PBS 1x, em temperatura ambiente;



o Desidratar o material em série alcoolica de etanol 70%(agitag@o), 85% e 100%,

por 5 minutos cada;

Pré-Hibridagdo

e Desnaturar o DNA em formamida 70% em 2xSSC por 5 minutos a 70°C;

e Desidratar o material em série alcodlico de etanol 70%, 85% e 100% por 5
minutos cada;

e Deixar secar ao ar, enquanto prepara-se a solugio de hibridagéo.

Solugdo de Hibridagdo
e Adicionar aos 80puL de sonda marcada: 200uL de formamida pura; 80uL de

sulfato dextrano 50% (concentracgdo final de 10%); 40uL de 20xSSC.

Hibridagao

e levar a solugdo de hibridagdo ao banho fervente por 10 minutos e levar ao gelo
imediatamente depois;

e colocar 40pL da solucdo de hibridagdo sobre uma laminula e inverter a lamina
sobre a laminula;

e Deixar as laminas com o material voltado para baixo em cdmara timida a 37°C
overnight.

Lavagens

e Lavar as laminas em 2xSSC a temperatura ambiente por cinco minutos apenas

para tirar a laminula.



e Lavar as laminas em Tween 20/20xSSC durante 5 minutos em temperatura

ambiente;

Detecgao do Sinal:

e Incubar as ldminas em tampao NFDM por quinze minutos;

e Lavar duas vezes em Tween 20/2xSSC durante 5 minutos em temperatura
ambiente;

e Incubar as laminas com 90uL de solugdo de FITC-avidina, durante trinta
minutos em cdmara imida escura em temperatura ambiente;

e Lavar trés vezes em Tween 20/2xSSC durante 5 minutos em temperatura
ambiente;

e Incubar as laminas com 90pL de solugdo de anti-avidina (conjugada com
biotina), durante trinta minutos em camara umida escura em temperatura
ambiente;

e Repetir passo 4 (lavagem)

e Repetir passo 3 (FITC)

e Repetir passo 4 (lavagem)

e Repetir passo 5 (anti-avidina)

e Repetir passo 4 (lavagem)

. { Comentario:

P { Comentario:
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e Repetir passo 3 (FITC)
e Repetir passo 4 (lavagem)
e Desidratar em série alcoolica de etanol 70% (agitag@o), 85% e 100%, por cinco

minutos cada e deixar secar ao ar.

3.2.3. Analise Cariotipica

As preparagdes foram analisadas em microscopio de campo claro, usando-se uma
objetiva de imersdo (aumento 1000 X), estabelecendo-se os nimeros diploéides modais nos
diferentes espécimes. As melhores metafases foram selecionadas e fotografadas em
microscopio Apophot Nikon, usando-se filme Copex Pan A.H.U. Tri 13, Agfa, regulado
para 25 ASA, revelado em Dektol, da Kodak.

As copias dos negativos foram reproduzidas em papel Kodabromide F3. Os
cromossomos foram recortados, sendo feito o pareamento dos provaveis homologos.

A classificagdo dos cromossomos foi realizada mediante medidas cromossomicas,
com auxilio de compasso de ponta seca e paquimetro, determinando-se o comprimento do
brago menor, do brago maior ¢ 0 comprimento total do cromossomo.

Os cromossomos foram identificados de acordo com os critérios de relagdo de braco
(RB), propostos por Levan ef al. (1964) e classificados como metacéntricos (M: RB = 1,00
a 1,70), submetacéntricos (SM: RB = 1,71 a 3,00), subtelocéntricos (ST: RB = 3,01 a 7,00)
e acrocéntricos (A: RB>7,00).

3.2.4. Montagem dos Cario6tipos

O cariétipo final foi organizado dispondo os cromossomos em ordem decrescente de
tamanho, combinando o ajuste visual e as medidas efetuadas. Foram considerados os quatro
grupos cromossdmicos : M (metacéntrico), SM (submetacéntrico), ST (subtelocéntrico) e

A (acrocéntrico), os quais se mostraram adequados para as espécies em estudo.



4. RESULTADOS



4.1. Estudos cariotipicos em Hypostomus albopunctatus.

Foram analisados 10 exemplares. Destes, 7 apresentaram melhores resultados sendo 4
fémeas e 3 machos (Figura 5B). O numero dipldéide encontrado foi 2n=74 para ambos os
sexos (Tabela 1).

Na figura (5) observa-se o cariotipo dessa espécie, que é constituido por 5 pares de
cromossomos metacéntricos, 10 pares submetacéntricos e 22 pares subtelo/acrocéntricos.
Naio foi verificada nenhuma diferencia¢do cromossdmica entre os sexos.

As regides organizadoras de nucléolo se apresentaram diversificadas, com até 3
cromossomos marcados pelo Nitrato de Prata, caracterizando nesta espécie RONs multipla
(Tabela 2), sendo um cromossomo acrocéntrico com marcagdes terminais no brago longo e
um par de submetacéntricos pequenos, com marcagdes teloméricas nos bracos curtos
(Figura 6A e 5A em destaque).

As preparagdes para bandeamento C evidenciaram grandes blocos de heterocromatina
constitutiva na regido intersticial do brago longo de um par de cromossomos acrocéntricos €
no braco curto de par de cromossomos submetacéntricos. Também puderam ser
identificadas marcagdes bem evidentes, na regido pericentromérica do brago longo de um
par de cromossomos metacéntricos grandes, assim como marcagdes ténues em regides
centroméricas de cromossomos submetacéntricos (Figura 6B).

Um par de cromossomos submetacéntricos € outro cromossomo acrocéntrico
apresentaram marcas conspicuas apds hibridacdo fluorescente in sifu (sonda DNAr 18s),

sendo estas marcagdes coincidentes as das Ag-RONs (Figura 7).



Tabela (1). Numeros cromossdmicos diploides de Hypostomus albopunctatus:

Numero do Numeros Diploides Total
Peixe Sexo | 74 75 de cel.
15438 0 02 10 01 13
15439 0 03 27 01 31
15610 Q 01 05 01 07
16142 0 02 30 - 3
15618 g 03 16 01 20
15616 g 01 27 01 29
15615 g 01 08 - 09

- (};"z:l' 13 123 05 141

Tabela (2). Nimeros de regides organizadoras de nucléolos de Hypostomus albopunctatus:

Numero do Nimero de RONS Total
Peixe Sexo 1 2 3 de cel.
15438 Q - 10 03 13
15439 Q 01 24 05 30
15610 Q - 05 01 06
16142 Q 01 23 02 27
15618 d 01 15 03 19
15616 d - 22 04 26
15615 g - 06 02 08

- aoal 03| 106 | 20 | 129
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Figura (5). Caridtipo convencional de Hypostomus albopunctatus do rio Piracicaba (SP) 2n=74 (A). No

destaque, cromossomos marcados com Nitrato de Prata. Em (B) exemplar fémea de H.
albopunctatus com 16 cm (comprimento total).



Figura (6). Metafases de H. albopunctatus. Em (A) metafase apresentando a totalidade dos
cromossomicos marcados com Nitrato de Prata. Em (B) metafase evidenciando padrdo de
distribui¢do de heterocromatina constitutiva (setas).



Figura (7). Hibridagao fluorescente in situ com sonda DNAr 18S , em metafase de H. albopunctatus. A
setas indicam os sitios marcando trés cromossomos, dois submetacéntricos € um
acrocéntrico.



4.2. Estudos cariotipicos em Liposarcus anisitsi.

Foram analisados 14 exemplares. Destes 10 apresentaram melhores resultados,
sendo 7 fémeas e 3 machos.

O numero dipléide verificado para ambos os sexos foi de 2n=52 (Tabela 3). Em
todos exemplares analisados nio foi observada nenhuma diferenciacdo cromossdmica entre
0S SeX0s.

A figura (8A) corresponde ao caridtipo da espécie que é constituido por 8 pares de
cromossomos metacéntricos, 14 pares de cromossomos submetacéntricos, 3 pares de
subtelocéntricos e 1 par de acrocéntricos.

Pela impregnagdo com Nitrato de Prata, foi observado nesta espécie até duas RONs
ativas (Tabela 4), caracterizando, portanto, RONs simples (Figura 9A). A marcagdo se
localizada na posicdo terminal do brago longo do par 10 submetacéntrico (Figura 8 em
destaque).

O padrao de heterocromatina constitutiva apresentou-se em blocos mais conspicuos
na regido terminal do brago longo do par 10 (sendo esta marcacdo adjacente a zona de
marcacao das RONs), e no par 11, assim como na regido intersticial do brago longo do par
23 (Figura 8B).

A técnica de FISH, mostrou a presenga de genes ribossomicos localizados na porgéo
terminal do brago longo do par 10, correspondente as Ag-RONs, ndo sendo observado

nenhum sinal adicional (Figura 9B).



Tabela (3). Numeros cromossdmicos dipldides de Liposarcus anisitsi:

Numero do Numeros Dipléides total de
Peixe Sexo 51 52 53 células
15427 Q 04 18 01 23
15429 Q 06 34 - 40
15430 Q 01 10 - 11
15432 Q - 09 01 10
15433 Q 03 27 01 31
15434 Q 03 44 02 49
15435 Q 04 24 01 29
15436 d 01 06 - 07
15437 g 02 13 - 15
16141 d 01 30 01 32

- doal |25 215 7 247

Tabela (4). Nimeros de regides organizadoras de nucléolos de Liposarcus anisitsi:

Numero do Numero de RONS | total de
Peixe Sexo 1 2 células
15429 Q - 17 17
15433 Q 01 28 29
15434 Q 03 33 36
15435 Q 01 24 25
15436 g - 04 04
15437 d 01 10 11
16141 d 02 29 31

- oal | o8 145 153
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Figura (8). Caridtipo convencional de Liposarcus anisitsi do rio Piracicaba (SP) 2n=52 (A). Em (B)

metafase seqiienciada para banda C. Em destaque par cromossdmico marcado com nitrato
de prata. Em (C) exemplar de L. anisitsi com 28 cm (comprimento total).



Figura (9). Em (A) metafase de L. anisitsi apresentando o par ativo de cromossomos submetacéntricos
marcados com nitrato de prata. Em (B) localizagdo dos genes ribossomais 18S por FISH.



4.3. Estudos cariotipicos em Corumbataia cuestae.

Foram analisados 90 exemplares. Destes 28 apresentaram melhores resultados,
sendo 17 fémeas e 11 machos. O nimero dipléide determinado foi de 2n = 54
cromossomos, para ambos os sexos. (Tabela 5).

Os cariotipos de fémeas e machos sdo apresentados na Figura 10, onde se observa 14
pares de cromossomos metacéntricos, 10 pares de cromossomos submetacéntricos e 3 pares
de cromossomos subtelocéntricos. Nesses exemplares ndo foi verificada nenhuma
diferenciagdo cromossdmica entre 0s Sexos.

Duas regides organizadoras de nucléolos (Ag-RONs) foram observadas (Tabela 6),
localizadas na regido terminal do brago curto do par ntimero 2, caracterizado como
metacéntrico (Figura 11B). As marcagdes apresentaram-se heteromorficas quanto ao
tamanho (Figuras 10 a, b e c) e apds analises seqiienciais das metafases em Giemsa/Prata e
Giemsa/bandeamento C, observou-se que as constrigdes secundarias evidenciadas no
segundo par de cromossomos metacéntricos correspondem as RONs (Figuras 10 d ¢ e).

O padrao de heterocromatina constitutiva foi semelhante para ambos os sexos,
sendo encontrado no par de cromossomos portador das RONs em grandes blocos
heterocromaticos proximos ao centromero (Figura 11C). A regido de heterocromatina
constitutiva localiza-se adjacente a regido de constrigdo secundaria, as quais sdo bandas C
negativas (Figuras 10 fe g).

A técnica de FISH, mostrou a presenga de genes ribossomicos localizados na porgéo
terminal do brago curto do par 2, correspondente as Ag-RONSs, confirmando também o

heteromorfismo de tamanho dessas regides (Figura 12).



Tabela (5). Numeros cromossdmicos diploides de Corumbataia cuestae:

Numero do Numeros Dipléides Total de
Peixe Sexo 53 54 55 células
15919 Q 01 03 - 04
15961 Q - 02 - 02
16102 Q 01 09 - 10
16103 Q 05 31 01 37
16110 Q 01 12 - 13
16185 Q 01 05 - 06
16186 Q - 07 01 08
16187 Q - 03 - 03
16188 Q 01 09 - 10
16197 Q - 03 - 03
16202 Q 01 07 01 09
16203 Q - 07 - 07
16205 Q 01 03 - 04
16246 Q 01 05 - 06
16258 Q 01 06 - 07
16264 Q 01 05 - 06
16265 Q 04 11 01 16
15856 d 01 02 - 03
15891 d 03 08 - 11
15920 d 01 05 - 06
16247 d - 02 - 02
16259 d - 02 - 02
16267 g - 04 - 04
16268 d - 03 01 04
16269 d 01 04 - 06
16270 d - 02 01 03
16271 d 01 08 - 09
16272 d 01 04 - 03

- Total |, 168 06 201

de cel.




Tabela (6). Numero de regides organizadoras de nucléolos de Corumbataia cuestae:

Numero do Numero de RONS | Total de
Peixe Sexo 1 2 células
16103 Q - 02 02
16258 Q 01 04 05
16264 Q - 03 03
16265 Q - 03 03
16247 d - 01 01
16267 g - 02 02
16268 1o} - 02 02
16270 d - 04 04
16271 d - 05 05

- doal | o1 26 27
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Figura : (10).

Em (A) caridtipo convencional de macho e fémea de Corumbataia cuestae,do corrego da
Lapa (SP) 2n=54. Em destaque nos quadros: (a), (b) e (c) constricdes secundarias
heteromorficas; (d) e (e) marcagdes das Ag-RONS; (f) e (g) marcagdo de heterocromatina
constitutiva. Em (B) exemplar fémea de C. cuestae, com 3,1cm de comprimento total.
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Figura (11). Metafases de C. cuestae, corada com Giensa (A) e seqiiencialmente com nitrato de prata

(B), evidenciando a localizagdo das Ag-RONs na contri¢do secundaria do par metacéntrico
n® 2. Em (C) destaque para heterocromatina constitutiva localizada nesse mesmo par de
CromMOossSOmos.



Figura (12). Metafases de fémea e macho respectivamente mostrando a localizagdo dos genes
ribossomais 18S por FISH em C. cuestae.



5. DISCUSSAO



5.1. A Variabilidade Cariotipica da Subfamilia Hypostominae e suas

Implicacdes para Estudos Citotaxondomicos

Segundo Artoni & Bertollo (1996), ocorre uma grande variagdo no numero dipldide
em Loricariidae, particularmente em algumas subfamilias como em Hypostominae, cujo
género Hypostomus apresenta o numero diploide variando interespecificamente de 2n=52,
em Liposarcus sp., a 2n=80 cromossomos, em Hypostomus sp.E. Nas espécies com
numeros diploides menores predominam cromossomos com dois bragos (metacéntricos e
submetacéntricos), situagdo que de modo geral se inverte nas espécies como maiores
numeros dipldides, onde predominam cromossomos subtelocéntricos e acrocéntricos. Os
caridtipos com menor numero dipldide sdo considerados os mais conservados enquanto que
os cariotipos com maior numero dipléide sdo tidos como derivados. Segundo aqueles
autores essas alteragdes cromossOmicas teriam como base principal os rearranjos
Robertsonianos, principalmente fissdes céntricas, que teriam incidido com maior relevancia
durante a evolugdo desse grupo, ndo implicando, contudo, que as espécies cariotipicamente
mais conservadas sejam consideradas menos evoluidas que as demais.

Outras subfamilias pertencentes aos Loricariideos apresentam uma diversidade
cariotipica bastante acentuada em relagdo ao numero dipléide, como ocorre em
Loricariinae, com as populagdes de Rineloricaria, alvo dos trabalhos realizados por
Giuliano-Caetano (1998), onde se observou a existéncia de correlagdo entre o aumento do
numero diploide e & diminui¢ao na quantidade de cromossomos de dois bragos, a exemplo
do que ocorre em Rineloricaria sp. (2n=70), que apresenta um cariotipo dotado de 68
cromossomos subtelocéntricos (ST) e acrocéntricos (A) e na espécie Loricaria sp. (2n=66)
que apresenta 62 cromossomos ST/A.

Esses dados reforcam a idéia de que rearranjos cromossomicos sucessivos,
possivelmente do tipo fissdo céntrica, poderiam estar envolvidos no processo evolutivo
desse grupo e, dessa maneira, pode-se sugerir que um alto numero dipléide represente um
caractér derivado na subfamilia Loricariidae (Alves, 2000). Pressupondo que o estado
ancestral para o numero diploide entre os loricariideos seja ao redor de 2n=54
cromossomos, Artoni e Bertollo (2001) consideram que espécies com 2n acima desse valor

devam representar formas cariotipicas mais derivadas. Em conjunto, os dados disponiveis



para os géneros Hypostomus, Liposarcus, Rhinelepis, Pognopoma e Pterygoplichthys,
indicam que tanto rearranjos Robertsonianos quanto inversdes pericéntricas atuaram no
processo de diversificagdo cariotipica dos Hypostominae (Kavalco, 2003).Entretanto, ¢
possivel que esta diversidade cromossdmica seja também reflexo de uma possivel origem
polifilética dos Hypostominae, como indicado por estudos de filogenia morfologica
(Schaefer, 1987).

Por outro lado, também sdo encontradas nesta subfamilia variagdes quanto aos tipos
cromossOomicos, como pode ser observado, por exemplo, em espécimens de populagido de
Hypostomus sp.D, do rio Mogi-Guagu (Artoni, 1996). O mesmo também pode ser
observado em outras subfamilias, como em Loricariinae,, onde foi encontrado para espécie
Rineloricaria latirostris (Rio Passa-Cinco-SP), um nimero dipldide 2n=44 cromossomos
para a maioria dos individuos desta populagdo, havendo, porém, pequenas diferengas na
férmula cariotipica intrapopulacional (Giuliano-Caetano, 1998).

De acordo com Artoni (1996), em virtude da estrutura nido conservativa dos
Hypostomus, € possivel se caracterizar individualmente diferentes espécies, podendo-se
considerando como caracteres diagnosticos alguns dados cromossomicos tais como:
nimero dipldide, formula cariotipica, niimero e posi¢do das RONs, além da quantidade e
distribuicdo da heterocromatina constitutiva. Além disso, pode-se observar diferentes
tendéncias evolutivas dentro de um mesmo grupo fazendo uso dessas informagdes.

Os dados citogenéticos obtidos pelo presente estudo, pertinentes as espécies de
Hypostomus albopunctatus e Liposarcus anisitsi coletadas no Rio Piracicaba (SP), se
mostram congruentes aos resultados citogenéticos obtidos por Artoni (1996) em espécies de
H. albopunctatus coletadas no Rio Mogi-Guagu (SP) e espécies de L. anisitsi, coletadas no
Rio Preto (SP). Quando comparados, mostram que diferentes populagdes dessas espécies
estdo mantendo o nimero diploide e a conservacdo da macroestrutura cromossdmica, além
da notéria semelhanca no padrido das RONs e na distribui¢do da heterocromatina
constitutiva para ambas as espécies.

Para a espécie H. albopunctatus, observou-se uma variagdo no padrdo das RONs. A
impregnacao por Nitrato de Prata evidenciou marcagdes em trés cromossomos (no brago
menor de um par de cromossomos submetacéntricos pequenos ¢ no braco maior de um

cromossomo acrocéntrico grande), enquanto a populagdo de H. albopunctatus do Rio



Mogi-Guagu, evidenciou marcagdes em quatro cromossomos (um par de cromossomos
submetacéntricos pequenos ¢ um par de cromossomos acrocéntricos grandes), marcagdes
estas, que se apresentaram coincidentes para ambas as populagdes analisadas. Admite-se,
para deteccdo das Ag-RONs, a necessidade de atividade transcricional dos genes
ribossomais durante a interfase precedente (Howell, 1977; Hubbel, 1985), uma vez que a
Prata se agrega a proteinas nucleolares e ndo diretamente ao DNAr (Miller ef al., 1976), o
que poderia explicar os resultados obtidos no presente estudo.

Contudo, a utilizagdo da técnica de hibridagdo fluorescente in sifu, com sonda de
rDNA 18S, também evidenciou marcagdes em apenas trés cromossomos, os equivalentes
aos obtidos por impregnagdo pelo Nitrato de Prata, confirmando assim RONs do tipo
multipla para esta espécie. A marcacdo pertinente de 3 sitios com FISH, determina a
provavel delecdo de um sitio no par de cromossomos acrocéntricos, determinando assim a
possivel explicacdo para a divergéncia encontrada na quantidade de cromossomos
portadores das RONs da populagdo do Rio Mogi-Guagu.

Para a espécie L. anisitsi, foram encontradas apenas pequenas variagdes na
classificagdo quanto a macroestrutura cariotipica entre as populagdes, onde as espécies
analisadas pelo presente trabalho apresentaram um cariétipo constituido por 2n=52 (8M;
14SM; 3ST; 1A), enquanto as espécies analisadas do Rio Preto, apresentaram um cariotipo
constituido por 2n=52 (8M; 12SM; 4ST; 2A). Essas diferencas se apresentaram apenas na
classificagdo cromossdmica, ndo inferindo quaisquer alteragdes significativas quanto a
configuragdo dos cromossomos de ambas as popula¢des analisadas. A sutil diferenga
encontrada pode ser explicada se considerarmos que possiveis erros de interpretagdo ou na
mensura¢ao dos cromossomos tenham ocorrido. Segundo Marques (2002), populagdes de
espécies como o mesmo numero cromossdmico, porém coletadas em localidades diferentes,
podem apresentar variagdes na estrutura cariotipica. Estas variagdes podem estar
acontecendo devido a diferengas nas medidas cromossdmicas adotadas entre os diferentes
autores, devido a classes cromossomicas muito préximas ou podem mesmo ser resultado de
rearranjos cromossdmicos ndo Robertsonianos, como inversdes e translocagdes, além da
adigdo de heterocromatina, caracterizando citotipos distintos.

Nos demais aspectos as 2 populagdes de L. anisitsi mostram-se concordantes,

apresentando o mesmo numero, localizagdo e tipo de RONs, (confirmadas a partir da



utilizagdo da técnica de hibridag@o fluorescente in sifu, com sonda 18S, nas espécies do
presente trabalho) e um padrio de distribuicdo da heterocromatina constitutiva muito
semelhante.

Em sintese, podemos considerar que H. albopunctatus e L. anisitsi, ora analisadas,
mantém uma estrutura cariotipica relativamente estavel quando comparamos os resultados
citogenéticos ja obtidos para outras popuagdes dessas mesmas espécies disponiveis na
literatura. Paralelamente, os Hypostominae, ao lado de sua grande variabilidade cariotipica,
apresentam algumas tendéncias mais conservativas, como a presenga de heterocromatina
constitutiva adjacente ou coincidente com as RONs ¢ a posi¢do telomérica dessas regides,

na maioria das vezes no brago longo dos cromossomos.

5.2. A Variabilidade Cariotipica da Subfamilia Hypoptopomatinae e suas

Implicacdes para Estudos Citotaxondomicos

A escassez de estudos citogenéticos, assim como as descri¢des de novos géneros e
espécies, despertam o interesse de pesquisadores a desenvolverem trabalhos que visem a
caracterizacao cariotipica e estudos moleculares da subfamilia Hypoptopomatinae. Assim
como grande parte dos loricariideos, o género Corumbataia nao apresentava informacdes
citogenéticas até o momento, sendo a espécie Corumbataia cuestae, objeto do presente
trabalho, a primeira fonte de informagdes citogenéticas desse grupo.

Embora a familia Loricariidae, como um todo, apresente uma extensa variabilidade
em numero cromossdmico diploide, uma situagdo bastante divergente é verificada para os
Hypoptopomatinae, onde se evidencia uma elevada constancia quanto ao nimero dipldide
entre as espécies ja estudadas (Artoni, 1996). Das 15 espécies cariotipadas desta subfamilia
(incluindo do presente trabalho), 13 apresentam 2n=54 cromossomos, exceto em
Otocinclus aff. vestitus com 2n=72 (Andreata et al., 1993) e Hisonotus gibbosos com
2n=58 (Andreata et al, 2000). Esses dados sugerem que as espécies da subfamilia
Hypoptopomatinae parecem ser mais conservadas e provavelmente as melhores

reconhecidas como um grupo natural dentre os loricariideos.



Entretanto a constdncia no numero dipléide 2n=54, ndo parece ser uma
caracteristica exclusiva da subfamilia Hypoptopomatinae, pois também ¢ observada em
todas as outras espécies cariotipadas das subfamilias Neoplecostominae ¢
Hemipsilichthiinae. Segundo Alves (2000), essas subfamilias (Hypoptopomatinae,
Neuplecostominae ¢ Hemipsilichthiinae) sdo consideradas basais dentre os Loricariidae.

Corumbataia cuestae, também evidencia numero dipléide (2n=54). Contudo apesar
da constancia do numero diploide, verificada na maioria das espécies dos
hypoptopomatideos, a macroestrutura do caridtipo apresenta grande variabilidade,
ocorrendo constituigdes cariotipicas distintas para as diferentes espécies analisadas. Assim
sendo, eventos que alteram a morfologia e ndo o numero de cromossomos como as
inversdes pericéntricas, poderiam estar relacionados com a variabilidade da macroestrutura
cariotipica verificada nas espécies com 2n=54. Ja eventos Robertsonianos, como fissdo,
poderiam explicar, em parte, a ocorréncia do niimero cromossomico 2n=72 em Otocinclus
aff. vestitus (Andreata et al., 1992).

Os resultados também evidenciaram a ocorréncia de RONs simples em C. cuestae,
que, segundo Gold (1984) e Moreira-Filho ef al. (1984) tem se mostrado mais freqiiente
entre os peixes, 0 que ¢ uma caracteristica também observada em todas as outras espécies
da subfamilia Hypoptopomatinae, como descrito por Andreata et al. (1994). Igualmente a
sua localizagdo na regido intersticial de um unico par de cromossomos metacéntricos
grandes, pode ser observada em outros géneros dessa subfamilia, como: Otocinclus affinis,
Microlepdogaster leucofrenatus, Microlepdogaster sp. e Pseudotocinclus tietensis
(Andreata, et al., 1994).

Artoni (1996), propds que o fenétipo ancestral para a RON nos Loricariidae seja a
localizagdo terminal no brago longo de um par de cromossomos metacéntricos grandes,
uma vez que este carater estd presente em Hypoptopomatinae e Hypostominae. Entretanto,
existem também Loricariideos que evidenciam RONs multiplas, como verificado em
muitos Hypostominae (Artoni e Bertollo, 2001).

Outro aspecto observado na espécie C. cuestae, foi o heteromorfismo quanto ao
tamanho das RONSs, fato também constatado por Andreata et al.(1994), onde o autor

considera que essas regides sdo muitas vezes heteromorficas quanto ao tamanho e estdo



localizadas em diferentes posi¢cdes nos cromossomos da maioria das espécies, evidenciando
a variabilidade cromossdmica do ponto de vista estrutural que ocorre nessa subfamilia.

Situagdes polimorficas, que envolvem diferengcas de tamanho das RONs entre
cromossomos homologos, sdo muito freqiientes entre espécies que apresentam RONs
simples (Foresti ef al.,1981). Segundo Markovic ef al. (1978), a diferenca no tamanho das
RONSs entre cromossomos homologos ¢ possivelmente resultante de provavel duplicacdo
em tandem de uma das RONs ou sdo resultados de permutas desiguais, podendo ainda ser
transmitidos por heranca.

Os resultados das marcagdes obtidas pela técnica de hibridaggo fluorescente in situ,
com sonda de rDNA 18S, foram coincidentes aos dados obtidos pela impregnagdo por
Nitrato de Prata, confirmando o par 2 de cromossomos metacéntricos, como portador de
RONSs. Deve-se destacar que a diferenga de tamanho das RONs entre os homdlogos
também foi bem evidenciada por FISH nesta espécie, caracterizando um heteromorfismo
estrutural destas regides. Até o presente momento, somente as espécies C. cuestae €
Hisonotus sp. apresentam dados referentes a técnica FISH.

A correspondéncia entre as RONs e as constri¢des secundarias foi bem evidenciada
em C. cuestae, 0 que é também observada em outras espécies de Hypoptopomatinae e de
outros grupos de peixes. Entretanto, ¢ importante salientar que este tipo de relagdo apesar
de muito comum, nem sempre se faz presente em todas espécies de peixes (Paganelli,
1990).

As regides de heterocromatina constitutiva (bandas C) se apresentaram ténues,
presentes em regides centroméricas e teloméricas de alguns cromossomos. Blocos
heterocromaticos bem evidentes estdo restritos a um par de homdlogos, sendo esta
marcagdo adjacente as RONs. Outras espécies da subfamilia Hypoptopomatinae
evidenciam bandas C em varios cromossomos, apresentando padrdes de distribuigdo da
heterocromatina distintos e caracteristicos (Andreata et al., 1992). Segundo Takako et al.
(2002), a distribui¢ao da heterocromatina constitutiva na subfamilia Hypoptopomatinae,
apresenta-se bastante heterogénea, cujas marcagdes encontram-se em diferentes
cromossomos, podendo ser intersticial, pericentromérica, terminal ou subterminal.

Os resultados obtidos no presente estudo mostram que a espécie C. cuestae se

enquadra nos padrdes cariotipicos gerais presentes na subfamilia Hypoptopomatinae,



principalmente no tocante ao ntimero diploéide conservado (2n=54), reforcando as
indicacdes existentes de que, na evolugdo cariotipica desse grupo, os rearranjos
cromossdmicos numéricos tiveram um papel secundédrio comparativamente aos rearranjos

cromossdmicos estruturais.



6. CONCLUSOES



Estudos cromossomicos em trés espécies pertencentes as subfamilias Hypostominae e

Hypoptopomatinae permitiram concluir que:

Entre os Hypostominae parecem ocorrem diferentes tendéncias de evolugdo
cariotipica. Entretanto as espécies Hypostomus albopunctatus e Liposarcus anisitsi
(analisadas pelo presente estudo) coletadas no rio Piracicaba (SP), apresentam-se
relativamente conservadas, quando comparadas aos estudos citogenéticos de

exemplares destas mesmas espécies coletadas em outras bacias.

H. albopunctatus do rio Piracicaba-SP, mostram-se discrepantes quanto ao numero
de Ag-RONs (3), comparativamente a populagdo do rio Mogi-Guagu (4). Ao que
tudo indica, a ocorréncia de uma unica RON no par acrocéntrico das espécimens do
rio Piracicaba seja devido a uma delegdo, visto que os resultados com o FISH

também confirmaram apenas 3 RONs presentes nessas espécimens.

Pequenas variagdes nas formulas cariotipicas , observadas entre as populacdes de H.
albopunctatus e L. anisitsi (presente trabalho), e de outras populagdes dessas
espécies (descritas na literatura) podem ser atribuidas a diferencas na classificacao

de alguns tipos de cromossomos mais problematicos do cariotipo.

Os dados obtidos com a espécie Corumbataia cuestae, primeira espécie descrita
deste género, confirmam a marcante tendéncia conservativa dos hypoptopomatinae,
ndo apenas na manutencdo do numero dipléide(2n=54), mas também na
caracterizagdo de RONs simples e heteromorficas observadas em cromossomos

metacéntricos grandes na maioria das espécies descritas desta subfamilia.
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