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(Perciformes) de diferentes bacias hidrograficas. 2008. 99p. Dissertacdo (Mestrado
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RESUMO

No presente trabalho foram analisadas nove espécies de peixes, de quatro géneros,
pertencentes a familia Cichlidae, coletadas em bacias hidrogréficas distintas. Crenicichla
britskii e Crenicichla haroldoi coletados na bacia do rio Paranapanema, Gymnogeophagus
gymnogenys, Gymnogeophagus labiatus, Geophagus brasiliensis, Crenicichla punctata,
Crenicichla lepidota e Australoheros sp. coletadas na bacia do lago Guaiba/RS, sendo
gue a ultima espécie e Crenicichla maculata também foram coletadas na bacia do
Tramandai/RS. Os dados citogenéticos revelaram que todos os individuos apresentaram
2n = 48 cromossomos, mas com diferencas nas férmulas cariotipicas. As espécies do
género Crenicichla apresentaram formula cariotipica de: 6m + 42st-a e NF = 54 para C.
lepidota e C. maculata; 2m + 6sm + 40st-a e NF = 56 para C. britskii (populacédo do
ribeirdo Taquari/PR); 4m + 6sm + 38st-a e NF = 58 para C. britskii (populacdo do rio
Paranapanema/SP) e C. punctata; e 6m + 4sm + 38st-a e NF = 58 para C. haroldoi. A
formula cariotipica de Geophagus brasiliensis foi de 4sm + 44st-a e NF = 52. Para as
duas espécies de Gymnogeophagus as constituicdes cromossémicas foram: 4m + 44st-a
e NF = 52 para G. gymnogenys do Saco da Alemoa/Barra do Ribeiro; 6m + 42st-a e
NF = 54 para G. gymnogenys do Gas6metro e 4m + 4sm + 40st-a e NF = 56 para G.
labiatus. Australoheros sp. apresentou 2m + 8sm + 38st-a e NF = 58. Em Crenicichla
lepidota foi observada a presenca de 1 a 3 cromossomos B de tamanho pequeno, com
variagdo tanto inter quanto intraindividual, sendo totalmente heterocromético. Em todas
as especies foram detectadas NORs simples, exceto C. britskii do rio Paranapanema e G.
gymnogenys do Saco da Alemoa/Barra do Ribeiro que apresentaram uma variacdo de 2 a
4 cromossomos marcados pela prata. As NORs foram coincidentes com as constricbes
secundarias, exceto em C. britskii do rio Paranapanema que apresentou apenas um dos
pares (par 5) correspondente com a constricdo secundaria. C. britskii do rio
Paranapanema, C. maculata, G. gymnogenys e G. brasiliensis apresentaram
heteromorfismo de tamanho da NOR, também visualizado com a coloracdo de Giemsa. A
heterocromatina mostrou-se distribuida nas regifes pericentroméricas da maioria dos
cromossomos do complemento, em todos os exemplares analisados, sendo que as
constricbes secundarias revelaram-se heterocromaticas. A banda C revelou NORs
heterocromaticas para todas espécies, com excec¢do de C. britskii do rio Paranapanema e
G. labiatus. Em Australoheros sp., foi visualizada uma banda heterocromatica intersticial
no braco longo de um par st-a; que se mostrou positiva para o fluorocromo CMA;. A
coloracdo com fluorocromo CMA; foi correspondente aos cromossomos AgNORSs,
revelando que a NOR é rica em pares GC, entretanto, em C. britskii do rio Paranapanema
foi observado que um dos pares da NOR (par 6) ndo se mostrou CMA; positivo. Através
da coloracdo com DAPI ndo foi observada nenhuma marcagéo, revelando algumas
regides DAPI negativas, coincidente com as regides GC ricas, indicando que nestas
espécies nao ha regides ricas em AT. Os dados apresentados confirmam uma evolugéo
conservativa, principalmente com relacdo ao numero dipléide de cromossomos na familia
Cichlidae, entretanto, mostram também uma diversidade -cariotipica entre algumas
espécies, revelando que rearranjos cromossdmicos estruturais fazem parte do processo
evolutivo deste grupo de peixes.

Palavras-chave: Australoheros, Crenicichla, Geophagus brasiliensis, Gymnogeophagus,
cromossomos B, NOR, BC, fluorocromos.
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ABSTRACT

In the present study were analyzed nine species of fish, of four genera, belonging to the
family Cichlidae, collected in different basins. Crenicichla britskii and Crenicichla haroldoi
collected in the basin of the Paranapanema river, Gymnogeophagus gymnogenys,
Gymnogeophagus labiatus, Geophagus brasiliensis, Crenicichla punctata, Crenicichla
lepidota and Australoheros sp. collected in the basin of Guaiba Lake/RS, and the latter
species and Crenicichla maculata also were collected in the basin of Tramandai/RS. The
cytogenetic data revealed that all individuals had 2n = 48 chromosomes, but with
differences in karyotypic formula. The species of the genus Crenicichla had karyotypic
formula: 6m + 42st-a and NF = 54 for C. lepidota and C. maculata; 2m + 6sm + 40st-a and
NF = 56 for C. britskii (population of Taquari stream/PR); 4m + 6sm + 38st-a and NF = 58
for C. britskii (population of the Paranapanema river/SP) and C. punctata, and 6m + 4sm +
38st-a and NF = 58 for C. haroldoi. The karyotypic formula of Geophagus brasiliensis was
4sm + 44st-a and NF = 52. For two species of Gymnogeophagus the chromosome
constitutions were: 4m + 44st-a and NF = 52 for G. gymnogenys of the Saco da
Alemoa/Barra do Ribeiro; 6m + 42st-a and NF = 54 to G. gymnogenys of the Gasémetro
and 4m + 4sm + 40st-a and NF = 56 for G. labiatus. Australoheros sp.presented 2m +
8sm + 38st-a and NF = 58. In Crenicichla lepidota was observed the presence of 1to 3 B
chromosomes of small size, with inter as intraindividual variation, being totally
heterochromatic. In all species were detected simple NORs, except C. britskii of the
Paranapanema River and G. gymnogenys of the Saco da Alemoa/Barra do Ribeiro who
presented a variation of 2 and 4 chromosomes staining by the silver. The NORs were
coincident with the secondary constrictions, except in C. britskii of the Paranapanema
River that showed only one of the pairs (pair 5) corresponding to the secondary
constriction. C. britskii of the Paranapanema River, C. maculata, G. gymnogenys and G.
brasiliensis had size heteromorfism of NOR, also displayed with the Giemsa.
Heterochromatin was distributed in the pericentromeric regions of most of chromosome, in
all specimens analyzed, and the secondary constrictions were heterochromatics. The C
banding revealed heterochromatics NORs for all species, except for C. britskii of the
Paranapanema River and G. labiatus. In Australoheros sp. was viewed a heterochromatic
interstitial band on the long arm of a pair st-a; positive for the fluorochrome CMA;. The
staining with fluorochrome CMA; was coincident to chromosomes AgNORSs, revealing that
NOR is rich in pairs GC, however, in C. britskii of the Paranapanema river was observed
that one of the pairs of NOR (pair 6) did not show up CMA; positive. By staining with DAPI
were not observed any marking, revealing some regions DAPI negative, coinciding with
the GC rich regions, indicating that these species are not AT-rich regions. The results
confirm a trend conservative especially with respect to the diploid number of
chromosomes in the family Cichlidae, however, also show a diversity karyotype among
some species, revealing that structural chromosomal rearrangements are part of the
evolutionary process of this group of fish.

Keywords: Australoheros, Crenicichla, Geophagus, Gymnogeophagus, B chromosome,
NOR, C Banding, fluorochromes.
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1 INTRODUCAO

1.1 Consideracdes Gerais sobre a Familia Cichlidae

Os Perciformes compdem a maior ordem dos Teledsie@ss, sendo
considerada a maior e a mais diversificada, e ceemgle, entre as suas 18 subordens,
cerca de 150 familias, com aproximadamente 1.56@rgé e 9.300 espécies (NELSON,
1994). No entanto, quase 60% das espécies ne@i®piescritas se encontram em apenas
oito familias: Gobiidae, Cichlidae, Labridae, Serdae, Blenniidae, Pomacentridae,
Sciaenidae e Apogonidae. As espécies que compdémoedem estdo amplamente
distribuidas e dominam a vida oceanica entre olwerdos, além de formarem o maior
componente da ictiofauna em muitos ambientes diléddropicais e subtropicais. Devido
a sensibilidade a baixas temperaturas, quase nenésipeécie € encontrada no extremo sul
da América do Sul e extremo Norte da América dadNBURGESS, 1991).

N&do ha nenhum atributo, ou seja, um carater edecla ou uma
combinacéo de caracteres, que possa definir o§d?eres como um grupo monofilético,
nao podendo assim ser definido cladisticamentelcselaramente um grupo polifilético e,
portanto, ndo-natural (BRUM, 1994). Lauder e Lig83) acreditam que os Perciformes
seja um grupo evolutivo basal e que varios outropas sdo derivados deste. Quando
comparados aos teledsteos inferiores, este grapog@u um nivel evolutivo significante
apesar de ser um grupo diverso ecologica e mort@ognte (NELSON, 1994).

A familia Cichlidae representa o maior e mais diifmado grupo de
peixes entre os Perciformes Neotropicais, sendsiderado um dos maiores grupos de

teleosteos, com cerca de 1290 espécies distribeiasaproximadamente, 227 géneros,



sendo que a grande maioria habita a Africa e Amédic Sul, com algumas espécies
encontradas na Ameérica Central e do Norte e erepata Asia (MOYLE e CECH
JUNIOR, 2000). As outras familias de Perciformeagiem espécies sdo: a Percidae, na
Europa e América do Norte com 162 espécies, e Addspemidae, no sul da Asia, com
50 espécies (NELSON, 1994).

Os representantes da familia Cichlidae, como csnf#fde, tém os raios
anteriores da dorsal e anal e o primeiro raio datrak transformados em espinhos,
entretanto, a linha lateral é interrompida, umarmt, que corre mais dorsalmente e outra
posterior que corre sobre 0 meio do pedunculo ¢gB&ATSKI et al, 1986).

Os ciclideos, em sua maioria, sdo peixes adaptadosbientes Iénticos,
sendo por isso comumente encontrados em lagoasnaiardagos € mesmo em rios nos
locais de aguas mais tranquilas. O principal fgta promove especiacdo nos ciclideos é o
fato de adaptarem-se a ambientes com certas cesdedremas e a maior parte deles
terem adaptacées em relagdo a alimentacdo. Talvequeza e diversidade de espécies
quanto a adaptacdes troficas estejam diretamefdeiceadas a larga exploracdo de
habitats e nichos (MOYLE e CECH JUNIOR, 2000). Uragacteristica marcante € a sua
tendéncia de formar grupos extremamente espedabzaos grandes lagos, especialmente
na Africa, nos lagos Malawi, Victoria e Tanganikmtendo, mais ou menos, 900 espécies
endémicas de ciclideos (FRYER e ILES, 1972; RIBB|N890).

A reproducdo nos ciclideos ndo apresentam uma épaEmadefinida,
como ocorre em outras familias de peixes, podeepi@duzirem-se por um periodo mais
longo, fazendo-se, contudo, necessarios mais essahye comportamento reprodutivo na
natureza. Esses peixes ndo apresentam dimorfiscalsédiferindo somente no tamanho
corpéreo, onde os maiores sado os machos, a néaa gpoca de reproducdo quando, entdo,

algumas caracteristicas podem diferenciar os s€xosidado parental € marcante entre os



individuos desta familia, sendo que este papel sendegenhado principalmente pelas
fémeas, com excecdo dos poucos casos onde o cuidddmarental. Um outro trago
caracteristico € o cuidado com 0s ovos e guardéadass, onde muitas espécies incubam
e desenvolvem seus embrides oralmente (MOYLE e CEOMOR, 2000).

No Brasil, os ciclideos representam apenas 6% waafae peixes de
agua doce (FELDBERGt al, 2003), e esses peixes representam 2% do tofatides
exportados do Brasil como ornamentais, além dentars papel muito importante na
pescaria tanto como fonte de alimento, quanto com® atividades de recreacdo e
comércio para o ecoturismo, jA que sua distribuigélm territério nacional € ampla
(BRITSKI et al, 1986).

A familia Cichlidae tem sido considerada um grupanafilético sendo
extensivamente estudada porque constitui um exedgloadiacdo adaptativa. Kullander
(1998) propbs uma arvore filogenética para a fanm@ichlidae baseada em caracteres
morfolégicos, onde organizou os ciclideos nas sgsi subfamilias: Etroplinae,
Pseudocrenilabrinae, Retroculinae, Cichlinae (#iboCrenicichlini e  Cichlini),
Heterochromidinae, Astronotinae (tribos: Astroniotin Chaetobranchini), Geophaginae
(tribos: Geophagini, Acarichthyini e Crenicaratiei)Cichlasomatinae (tribos: Acaroninii,
Cichlasomatini e Heroini). Neste mesmo estudo, datuer propdés que o0 género
Retroculusé considerado o mais basal dos ciclideos neotiispisaguido polCichla e
Crenicichla que sao considerados grupos irmaos.

Farias et al. (2000), utilizando as informagBes morfologicas e
moleculares disponiveis, propuseram uma nova arfitigenética para os Cichlidae,
sendo esta andlise de filogenia considerada a owgpleta para os ciclideos sul-
americanos. Esta nova arvore filogenética mosteobastante semelhante a anteriormente

proposta por Kullander (1998), corroborando os dadaoe os ciclideos africanos e



neotropicais pertencem claramente a diferenteoslatbnofiléticos. Entretanto, algumas
diferencas foram observadas como, por exemplo, edatdo a localizacdo do género
Crenicichla que Fariaset al. (2000) ndo considera como sendo basal e sim achli
junto a subfamilia Geophaginae; os géneros badaiRetroculus Cichla e Astronotus
Outras diferencas foram em relacddcaroniaque ndo pertence maastribo Acaroninii,
sendo incluida agora na tribo Cichlasomatini, deda subfamilia Cichlasomatinae; e ao
géneroHeterochromis que Kullander (1998) coloca com sendo um ciclideotropical e
na nova arvore filogenética como pertencente atoali@s ciclideos africanos (FARIAS

al., 2000).

1.2 Aspectos Citogenéticos da Familia Cichlidae

De modo geral, os estudos citogenéticos em peims drescido de
forma expansiva ao longo dos anos, mas continuardospoucos os dados obtidos,
quando comparados a outras classes de vertebrddosevantamento das informacdes
cromossOmicas sobre peixes, feito por Brum (19@%tou que cobrem apenas 14% das
espécies conhecidas.

Na ordem Perciformes, caracterizada como a maanais diversificada
dentre os Teledsteos, os dados citogenéticos podem considerados escassos,
particularmente em espécies marinhas, apesar dadegranaioria dos Perciformes
habitarem o ambiente marinho. Segundo o levantamdet Affonso (2000), foram
descritos os cariotipos de cerca de 600 espéciefateiformes, correspondendo,
aproximadamente, a 7% o0 numero de espécies deguaita esta ordem, de modo que 80%

das espécies descritas citogeneticamente sdo déapdes dulcicolas. Segundo Feldberg



et al. (2003), das 150 familias de Perciformes, em 58sdsio encontradas, no minimo,
uma espécie cariotipada.

Nos Perciformes, o numero dipléide (2n) mais fredgiee o de 48
cromossomos, com predominancia de acrocéntricoslosema caracteristica altamente
conservativa no grupo. No entanto, o numero fundéamhgNF), portanto a formula
cariotipica, apresenta uma grande variacao, comiaria das espécies apresentando um
NF igual ou superior a 48 (BRUM, 1995; BRUM e GALHTJUNIOR, 1997; entre

outros).

Os padrbes divergentes de cariétipos em Percifog@esencontrados,
preferencialmente, nas espécies dulcicolas, rapgest®es na sua maioria pela familia
Cichlidae, que € a mais estudada citogeneticamenteem outras familias como os
Gobiidae e Bleniidae, que apresentam habitos nesisrsarios. Essa constatacdo parece
corroborar a importancia do isolamento geografemjilidade e tamanho populacional na
formacéo e fixacdo de rearranjos cromossdomicosntkira evolugdo das espécies e
contribuindo para maior grau de variagao entre @aulpacbes (BRUM, 1996; BRUM,;
GALETTI JUNIOR, 1997; GALETTI JUNIORet al, 2000).

Os primeiros estudos citogenéticos realizados mailiga Cichlidae
iniciaram-se com Post, em 1965, nas espédamnichromis bimaculatydNeolamprolous
leleupi Oreochromis alcalicus Pseudocrenilabrus multicolore Pseudocrenilabrus
multicolor. Entre as 1.292 espécies conhecidas apenas 120 sigon analisadas
cariotipicamente em estudos onde, na maioria dessyestao limitados a determinacdo do
namero dipldide (2n), o qual foi encontrado var@mrde 32 a 60 cromossomos. Estes

resultados estdo compilados na tabela 1.:



Tabela 1 -Dados cariotipicos da familia Cichlidé@n = nimero dipléide, NF = niUmero fundamental).

Subfamilia Espécies Localidade 2n Formula Cariotigia NF Referéncias
Etroplinae Etroplus maculatus 46
E. suratensis 48
Pseudocrenilabrinae | Haplochromis burtoni Africa 40 | 14m.sm+26st a 54 21
H. flaviijosephi Mar da Galiléia 44| 10m,sm+34st,a 54 16
Hemichromis bimaculatus 44 3
44 88 15
Melanochromis auratus Africa 46 | 12m,sm+34st,a 58 21
Neolamprolous leleupi 48 3
Oreochromis macrochir Zaire 44 6
44 | 6m,sm+38st,a 50 20
O. alcalicus 48 3
O. andersonii 44 | 4m,sm+40st,a 48 20
44 | 6m,sm+38st,a 50 20
O. aureus 44 | 10m,sm+34st,a 54 16
Mar da Galiléia 44 | 6m,sm+38st,a 50 21
O. mossambicus
44 9;11
44 | 44m,sm 88 5
O. niloticus 40 11
Piscicultura 44 2:6:18; 27: 32
44 | 4m,sm+40st,a 48 62
Pelvicachromis pulcher 48 3
Pseudocrenilabrus multicolor 44 3
Sarotherodon galilaeus 44 11; 13; 16
44 | 6m,sm+38st,a 50 20
S. mossambica Africa 44 | 6m,sm+38st,a 50 21




Cichlinae

S. multifasciatus

Tilapia busumana

T. congica
T. guineensis

T. macrocephala
T. mariae
T. rendalli

T. sparrmanii
T. zillii
Tristramella sacra

T. simonies

Cichlasp.
C. monoculus

C. temensis

Crenicichlasp.

Crenicichlasp. 1
Crenicichlasp. 2

Crenicichlasp. A

Crenicichlasp. B

C. cincta
C. “saxatilis”

Zaire

Africa

Ribeirdo Preto (SP)
Rio Iguacu (PR)
Zaire

Mar da Galiléia

Mar da Galiléia
Mar da Galiléia

Tucurui (PA); Amazonas (AM)
Amazonas (AM)

Fonte comercial; Amazonas (AM)

Rio Parana (Argentina)
Rio Itajai-Agu (SC)

Rio Iguacu (PR)
Rio Iguacu (PR)
Amazonas (AM)

Amazonas (AM)
Amazonas (AM)

Uruguai

44

44
44
44
32

40
40
44
44
42

38
44

44

44

48
48

46
48
48

48
48
48

48
48
48

3

10m,sm+34st,a
8m,sm+36st,a

4m,sm+36st,a
8m,sm+32st,a
16m,sm+28st,a
10m,sm+34st,a
8m,sm+34st,a
10m,sm+34st,a

6m,sm+38st,a
6m,sm+38st,a
48st,a
48st,a
48st,a

6m,sm+42st,a
8m,sm+40st,a

8m,sm+40st,a
8m,sm+40st,a

6m,sm+42st,a

8m,sm+40st,a
8m,sm+40st,a

4m,sm+44st,a

54
52

44
48
60
54
50

54
5Q

50

48
48

54
56

54
54

56
56
52

22

22

20
20

20
21
14
52
20; 21

13
16

16
16
29; 43

43

17; 43

40
34; 41
56

68
68
36

36
60
10




Astronotinae

Geophaginae

C. cf. saxatilis

C. iguassuensis

C. inpa

C. lacustris

C. lepidota

C. lucius
C. niederleinii

C. notophthalmus
C. reticulata

C. semifasciata
C. strigata

C. vittata
Astronotussp.

A. crassipinnis

A. ocellatus

Chaetobranchopsis australis
Acarichthys heckelli
Apistogramma agassizii

A. borellii

A. ortmanni
A. steindachneri

Rio Peixe-boi, PA
Rio Iguacu (PR)

Rio Iguacu (PR)
Amazonas (AM)
Registro (SP)

Rio Cacéo (RJ)
Miranda (MS) e Rio Parana (PR)
Misiones (Argentina)
Fonte comercial-
Misiones (Argentina)
Rio Piquiri (PR)

Rio Tibagi (PR)

Rio Parana (PR)

Fonte comercial-

Rio Uatuma e Amazonas (AM)
Misiones (Argentina)
Miranda (MS)

Fonte comercial
Miranda (MS)
Rio Paraguai (MT)

Amazonas (AM)

Fonte comercial
Miranda (MS); Manaus (AM)

Miranda (MS)
Fonte comercial
Fonte comercial

Fonte comercial
Fonte comercial

48

48
48

48

48
48
48
48
48
48
48
48
48

48

6m,sm+42st,a
8m,sm+40st,a

6m,sm+42st,a

6m,sm+42st,a
10m,sm+38st,a
6m,sm+42st,a

6m,sm+42st,a
10m,sm+38st,a
14m,sm+34st,a

6m,sm+42st,a

48 6m,sm+42st,a

48
48

48
48
48

48

48
48
48

48
48
46

38

46
46

6m,sm+42st,a
6m,sm+42st,a

6m,sm+42st,a

18m,sm+30st,a

6m,sm+42st,a
12m,sm+36st,a

48st,a
6m,sm+42st,a
24m,sm+22st,a

22m,sm+16st,a
24m,sm+22st,a

54
56

54

54
58

54

54
58
62

54

54
54

54

66

96
54
60

48
54

92

51

63
68

60
25; 26
61
17; 25; 26; 37
58

17
58
63
56
37

17

50; 60
58
25; 26

17
25; 26
40

39

15
17
25; 26

25; 26
17
17
17

17
15




Cichlasomatinae

A. trifasciata
Dicrossus filamentosus

Geophagusp.
G. altifrons
G. brasiliensis

G. surinamensis
Guianacarasp.

Gymnogeophagusp.
G. gymnogenys
G. balzanii

G. labiatus
G. lacustris

G. rhabdotus
Satanoperca acuticeps

S. jurupari

S. pappaterra

Acaronia nassa
Aequidensp.

Misiones (Argentina)
Fonte comercial
Rio Parana (Argentina)

Amazonas (AM)
Rio Claro (SP); Rio Paranapanema (SP)

Brotas; Séo Carlos; Pirassununga; Regist
(SP)

Ribeirdo Preto (SP)

Fonte comercial; Amazénia; Rio Tibagi
(PR); Rio Iguacu (PR)

Marica (RJ); Rio Iguacu (PR)

Lagoa Rodrigo de Freitas (RJ); Rio
Paranapanema (SP); Rio Sapucai (MG)
Fonte comercial, Amazonas (AM)

Rio Trombetas (PA)

Rio Parana (Argentina)

Bacia Jacui/Tramandai (RS)

Miranda (MS); Rio Parana (Argentina)
Bacia Jacui/Tramandai (RS)

Bacia Jacui/Tramandai (RS)

Bacia Jacui/Tramandai (RS)

Rio Peixe-boi (PA)

Amazobnia (AM)

Fonte comercial; Cataldo (AM)
Cataldo (AM)

Cataldo (AM)

Rio Parana (PR)

Marchantaria e Cataldo (AM)
Amazdnia (AM)

[0

46
46

48

48
48
48

48
48

48
48

48

48
48

12m,sm+34st,a

4m,sm+44st,a

2m,sm+46st,a
3m,sm+45st,a

4m,sm+44st,a
6m,sm+42st,a

8m,sm+40st,a

48

48
48
48
48

48
5(

8 4m,sm+44st,a
4m,sm+44st,a

8 4m,sm+44st,a
2m,sm+46st,

8 4m,sm+44st,a

8 4m,sm+44st,a

8 4m,sm+44st,a

4m,sm+44st,a

5m,sm+43st,a

6m,sm+42st,a
6m,sm+42st,a
50st,a

48

48st,a

90-92

50

52
53
54

4

52
52

48

58
17

41
38
45
15

25; 26
14
17; 53; 69
44; 47; 67
35; 37, 44; 46
17; 25; 26
30
58
28
24, 26; 41

28
28

28

55

19
17;52
52
36; 52

37

36
38




A. metae

A. plagiozonatus
A. pulcher

A. rivalatus
Amphilophus citrinellus

A. macracanthus

Archocentrus centrarchus

A. nigrofasciatus

A. septemfasciatus
Bujurquinasp.

B. vittata

Caquetaia kraussii
C. spectabilis
Cichlasomasp. C
C. amazonarum
C. beani
C. bimaculatum
C. dimerus
C

. facetum

C. istlanum
C. octofasciatus

Rio Parana (PR)

Rio Cuarto (Costa Rica)

Rio Cuarto (Costa Rica)
[. Mindd (AM)

Misiones (Argentina)

Amazonas (AM)
Rio Paraguai (MT)

[. Mind( (AM)
México

Misiones, Argentina

Uruguai
Registro (SP); Rio Claro (SP); Sao Mateu
do Sul (PR); Rio Tibagi (PR)

Rio Amacuzar e Rio Huamito (México)

oY

48
48

48

48
48
48
48

48
48

48

48
48

4

48

44
44

50
50
46

48

48
44
48

48

48
48

48

6m,sm+42st,a

4m,sm+44st,a
8m,sm+40st,a
8m,sm+40st,a
36m,sm+12st,a

6m,sm+42st,a
6m,sm+42st,a

4m,sm+44st,a
6m,sm+42st,a

8m,sm+40st,a

26m,sm+18st,a
6m,sm+44st,a

50st,a

2m,sm+46st,a

6m,sm+42st,a
44st,a
6m,sm+42st,a

8m,sm+40st,a
10m,sm+38st,a

83 8m,sm+40st,a

48

6m,sm+42st,a

54

52

56
96
56
84

96
54

54

96
52

56

70
56

50

50

54
44
54

56
58

56

96
54

17; 64
31

64

64

15

17
7

15
17

17

15
17

17

66

58
17; 64

17
38
40

38

17
49
17

58

10
25; 26; 47; 67

54

15
17

10



C. paranaense
C. salvini

C. trimaculatus

Cleithracara maronii
Herichthys cyanoguttatus

H. labridens

H. minckleyi
Herossp.
Herotilapia multispinosa

Hypselecara coryphaenoides
Laetacaracf. dorsigera

Mesonauta festivus

M. insignis

Nandopsis tetracanthus
Nannacara anomala
Neetroplus nematopus

Parachromis dovii

P. managuensis

Pterophyllum scalare

Guaravera, Londrina (PR)
Rio Parana (PR)

Belize

México

S. Rioverde (México)
México

Marchantaria e Cataldo (AM)

Fonte comercial

Rio Parana (PR)

Rio Negro (AM)
Rio Negro (AM)
Rio San Juan, (Cuba)

Rio Cuarto (Costa Rica)

Fonte comercial; Amazénia (BR)

48
48
52
52

48

50
50
48
48

48
48

14m,sm+34st,a
20m,sm+28st,a

28m,sm+24st,a
6m,sm+42st,a

12m,sm+38st,a

6m,sm+42st,a
6m,sm+42st,a
6m,sm+42st,a

48 6m,sm+42st,a

48
48
48
46
45
44
43
48
48
48
48
4
44

48
4

48
48

3

4

B

6m,sm+42st,a
6m,sm+42st,a
2m,sm+46st,a
3m,sm+46st,a
4m,sm+44st,a
5m,sm+44st,a

8m,sm+40st,a
12m,sm+36st,a
12m,sm+36st,a
6m,sm+42st,a
18m,sm+26st,a

8m,sm+40st,a

8m,sm+40st,a

6m,sm+42st,a
4m,sm+44st,a

62
68
104
80

54

100
62
94
54

54

54

[@x]
~

96
54
54
48
48
48
48
96
56
60

62
56

96
54

o
N

48
37
15
17

17

15
64
15
17

17
17

36
15
17
17
65
65
65
65
15
17
59
59
23
17

17

17

15
17

17,39

11
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Symphysodon aequifasciatus 42m,sm+18micr
60 42m,sm+18micr 102 57
L 60 | . . 102 42
Amazobnia (BR) 60 citétipos Ae B 104 4
60 44m,sm+16st,a 104 38

Rio Amazonas, Tefé (AM) 44m,sm+16micr
60 118 17

58m,sm+2st,a

S. discus Manacapuru (AM); Amazénia (BR) 60 |42m,sm+18micr 102 36
60 |46m,sm+14micr 106 42
Amazébnia (BR) 60 |48m,sm+12micr 108 42
Uaru amphiacanthoides 46 | 8m.sm+38st a 54 17

Referéncias: 1-Jakowska (1950)2- Chervinski (1964):3- Post (1965)/4- Ohno e Atkin (1966)5- Natarajan e Subrahmanyam (1966);Jalabertet al (1971);
7- Nishikawaet al. (1973);8- Natarajan e Subrahmanyam (1978HFukuoka e Muramoto (1975)0- Oyhenart-Pererat al. (1975);11- Badr e El Dir (1976);12- Prasad
e Manna (1976)13-Badr e El Dir (1977)14- Michele e Takahaski (1977)5- Zahner (1977)16- Kornfield et al (1979);17- Thompson (1979)18- Arai e Koike (1980);
19- Moreira-Filhoet al. (1980);20- Vervoort (1980)21- Thompson (198122- Nijjhae et al. (1983);23- Rabet al. (1983);24- Feldberg e Bertollo (1984)25- Feldberg e
Bertollo (1985a)26- Feldberg e Bertollo (1985b2;7- Majumbar e McAndrews (198628- Peixoto e Erdtmann (1988)9- Vénere (1988);30- Feldberget al. (1990);31-

Martins-Santot al. (1990);32- Forestiet al. (1993); 33- Fenocchioet al. (1994);35- Oliveira et al. (1994);36- Salgadoet al. (1994);37- Martins et al. (1995); 38-

Salgadcet al. (1995);39- Krichandet al. (1996);40- Rezendeet al. (1996);41- Roncatiet al. (1996);42- Salgadcet al. (1996);43- Alves (1998);44-Brum et al. (1998);

45- Corazzeet al. (1998);46- Coutoet al. (1998);47- Quijada e Cestari (1998}8- Loureiro e Dias (1998}%9- Santoset al. (1998);50- Alves et al. (1999);51- Fariaset

al. (1999);52- Mendoncaet al. (1999);53- Mizoguchi e Martins-Santos (199%4- Uribe-Alcoceret al. (1999);55- Fariaset al. (2000);56- Loureiro et al. (2000);57-

Mesquitaet al. (2000);58- Roncatiet al. (2000);59- Santoset al. (2001);60- Benzaquenet al. (2002);61- Brumet al. (2002);62- Torres e Ledo (200283- Lorscheider
(2004);64- Marescalchi (2005)65- Martins-Santo®t al. (2005);66- Mendonca (pers. commapud.Feldberget al, 2003;67- Vicari et al. (2006);68- Mizoguchiet al.

(2007);69- Pireset al. (2008).

Fonte: Atualizada e modificada a partir de Thompson (39Z&&onso (2000) e Feldbergt al. (2003).
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Conforme demonstrado na tabela anterior, 0 niumgridide 2n = 48
cromossomos € encontrado em 78 das 120 espécigdideos analisadas até o momento
(65%). De acordo com Thompson (1979) o numero wiplégual 48 cromossomos é o
mais basal neste grupo de peixes, 0 que explicaalkadreqiéncia dentro da familia.
Segundo Feldberg e Bertollo (1985a), a evolucaccdmmossomos dos Cichlidae deve ser
conservativa, com muitas espécies mantendo o nldiy@dde de 48 cromossomos e com
inversdes pericéntricas explicando as variacoesideero diploide (NF), de 32 a 60.

Segundo Canet al. (1982), as inversdes pericéntricas estdo entre 0s
principais mecanismos envolvidos na evolucdo dodtao em Teledsteos, levando a
alteracdes no numero de bragcos cromossOmicos. éviaaias opinides apontam para uma
tendéncia no aumento do numero fundamental (NF)uide da reducdo do numero
diploide (2n). Realmente, os dados compilados efideibs evidenciam que a ocorréncia
de modificacbes que alteram a morfologia cromosséredio mais frequentes que aquelas
envolvendo variagBes numéricas, o que ja foi rétat@ara ciclideos sul-americanos por
Thompson (1979) e Feldberg e Bertollo (1985a).

Desta maneira pode ser tracado um modelo de digt#ib geografica
dos numeros diploides, onde os ciclideos africamssentam um 2n igual a 44, com
variacdo de 32 a 48 cromossomos e um NF de 44 eng8anto os ciclideos neotropicais
apresentam um 2n igual a 48, com variacao de ¥Bcaotnossomos e um NF de 44 a 118
(Tabela 1).

O estudo cromossdmico realizado por Thompson (18941 espécies
de ciclideos neotropicais forneceu o primeiro denpara o entendimento da evolugéo
cariotipica desta familia. Dentre as espécies adag] 31 apresentaram 2n igual a 48
cromossomos, sendo que, entre as demais, foranmtesxdas 7 espécies com 2n abaixo

(2n = 38, 44 e 46) e 3 espécies com 2n acima daquabr (2n = 50, 52 e 60).
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Posteriormente, varios outros pesquisadores caoimaim com dados citogenéticos, como
Kornfield (1984) que apresentou informacdes crodmssas para 70 espécies de
ciclideos.

Feldberg e Bertollo (1985a), realizaram estudosgeiiéticos em 10
espécies de ciclideos de vérias localidades, seledoAstronotus ocellatysBatrachops
semifasciatus Cichlasoma facetumChaetobranchopsis austral€renicichla lacustris
Crenicichla lepidota Crenicichla vittata Geophagus brasiliensis Geophagus
surinamensise Gymnogeophagus balzaniiTodas as espécies apresentam 2n = 48
cromossomos, em ambos 0s sexos, ocorrendo variagdN$: C. australeNF = 48,G.
brasiliensis e G. balzanii apresentaram NF = 503. surinamensisNF = 52, B.
semifasciatug os tréLrenicichlaNF = 54,C. facetunNF = 58 eA. ocellatusNF = 60. A
impregnacéao pelo nitrato de prata evidenciou erag@$ espécies 1 par de cromossomos
portadores da NOR, localizada na porcdo terminahtarsticial, exceto ent. australe
que apresentou apenas 1 cromossomo nucleolar. Taglawarcacbes das NORs se

encontravam sobre as constricdes secundérias @rgldiBertollo, 1985b).

Martins et al. (1995) estudando 5 espécies de ciclidétishlasoma
paranaenseGeophagus brasiliensiSatanoperca papaterr&renicichla niederleinie C.
lepidotg da regido de Porto Rico, da bacia do rio ParaRR—excetds. brasiliensisque
pertencia ao rio Pirapd, da bacia do rio Paranapane PR, observaram um numero
dipléide (2n) igual a 48 cromossomos em todas pgodss, em ambos 0S sexos, mas
também houve variacdes nas formulas cariotipictie efes (Tabela 1).

Ainda, nestas cinco espécies analisadas por Maatirad. (op. cit), a
heterocromatina foi limitada a regido pericentrdo@ére a blocos sobre a constricao

secundaria, exceto er@. niederleinii que ndo apresentou um padrdo de banda C

satisfatorio e somente ef. lepidotaapareceu uma marcacao intersticial adicional. A
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analise das regifes organizadoras de nucléolo (IN@dsctou apenas 1 par nas espécies,
exceto enC. lepidotaque apresentou NORs multiplas (2 pares).

Outro estudo enGeophagudrasiliensisfoi conduzido por Brunet al.
(1998) de duas lagoas diferentes do Rio de JanRindrigo de Freitas e Marica. Em
ambas as localidades o numero dipléide encontraiddef 48 cromossomos, sendo o NF
igual a 56 e 54, respectivamente. As NORs foranor@nadas no braco curto de 1 par
cromossOdmico, com marcacdes terminais; mas na ggfnlda lagoa Rodrigo de Freitas
observou-se um mosaico de NORs, sendo encontradasad marcacfes, com variacdes
no tipo cromossémico. O bandamento C evidenciowagées pericentroméricas e blocos
heterocromaticos teloméricos em alguns cromossomos.

Loureiro (1999) também realizou estudos @mbrasiliensisdas bacias
dos rios Tibagi — PR e ltajai-Acu — SCduas populacbes d&chlasoma paranaense
apenas da bacia do rio Tibagi — PR, que revelar@migual a 48 cromossomos e NF = 54
e 68, respectivamente. A NOR ef. brasiliensis estava localizada em 1 par de
cromossomos st-a coincidindo com a constricdo skgia) ja enC. paranaenseste par
se localizava em cromossomos sm, exceto uma dadagdps que apresentava NORs
multiplas. Em ambas as espécies o tratamento comoenicina (CMA) coincidiu com as
marcacdes encontradas pela impregnacéo pelo nitegpoata, e o fluorocromo DAPI nao
revelou nenhuma marcagéao, sendo as contricbesdsg@snegativas para este.

Em G. brasiliensisa heterocromatina se manteve conservada na regiao
centromérica, sendo também observada em regidoédeta, correspondendo a constricdo
secundéria, e uma marcacdao intersticial. Enparanaenseapoés utilizacdo da enzima de
restricAoAlu | foi observado um padrédo semelhante a distribugt@deterocromatina,
localizada em posicdo centromérica e um bloco télmm sobre a constricdo secundaria

(LOUREIRO, 1999).
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Estudos realizados por Uribe-Alcocet al. (1999) em Cichlasoma
instlanum pertencente aos rios Amacuzar e Huamito no Meéxievelaram 2n = 48
cromossomos e NF = 56, nas duas populacdes. Ogoddrandamento G, com bandas
centromeéricas em alguns cromossomos sm e intaistiem alguns st-a, foi similar em
exemplares de ambas as localidades.

O primeiro dado citogenético do géné&cenicichlafoi apresentado por
Oyhenart-Pererat al. em 1975, descrevenda sexatilis mostrando 2n = 48 com 2 pares
de cromossomos metacéntricos e 22 pares de aaiooéné numero fundamental (NF)
igual 52. Posteriormente, Thompson (1979) investigespécies do géne@renicichla
C. lepidota C. lucius C. notophthalmuse C. strigata, todas com 2n = 48 e estrutura
cariotipica de 6 cromossomos sm e 42 cromossonres diF = 54.

Loureiro et al. (2000) estudaram duas espécies Glenicichla: C.
niederleinii da bacia do rio Tibagi — PRGxenicichlasp., da bacia do rio Itajai-A¢cu — SC,
com namero dipldide igual a 48 cromossomos e NRligus56 e 58, respectivamente. A
constricdo secundéaria foi encontrada no braco cddoprimeiro par cromossémico
metacéntrico em ambas as espécies onde, atraviéspdagnacdo por nitrato de prata,
mostrou-se AgNOR positiva. O bandamento C mosteoaesniservativo, apresentando o
mesmo padrédo observado por Marthsl. (1995), enC. niederleiniie C. lepidota.

Feldberg e Bertollo (1985b) também tinham obsen@® a constricdo
secundaria era AgNOR positiva nas espéCiesicichla lacustris, C. vittata, C. lepido&a
Martinset al. (1995) enC. niederleinii

Ainda, nas duas espécies @eenicichla analisadas por Loureiret al.
(2000), o tratamento com CMAnostrou resultados similares a do nitrato de g@R),

caracterizando uma regiao rica em bases CG e taoneato com DAPI ndo foi observada
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nenhuma marcacdo, sendo a regido da constricAmdsg@ negativa, semelhante ao
resultado de Loureiro (1999) e& brasiliensise C. paranaense

Lorscheider (2004) estudando as espécfes niederleinii e C.
iguassuensisdos rios Piquiri e Iguacu — PR, respectivamevgeficou um 2n igual a 48
cromossomos e NF = 64. As NORs estavam localizadasegundo par de cromossomos
sm, correspondendo com a constricdo secundarijud@éromo especifico mitramicina,
evidenciou regides CG ricas em um par cromossonmioorespondente a NOR. A
heterocromatina mostrou-se distribuida nas regi@éagroméricas e em blocos associados
as NORs.

Mais recentemente, Mizogucht al. (2007) analisaram trés espécies de
Crenicichla C. iguassuensjgrenicichlasp. 1 eCrenicichlasp. 2, do rio Iguacu — PR. As
analises citogenéticas mostraram similaridades &acdo ao 2n = 48 cromossomos,
férmulas cariotipicas e NF = 56. A impregnacaomtato de prata evidenciou marcacoes
intersticiais no brago curto do primeiro par metdigéo para todas as trés populagdes de
Crenicichla coincidentes com as constricbes secundarias e asnmarcacdes de
cromomicina A. O padrédo de heterocromatina também foi similareeas trés espécies,
com bandas pericentroméricas em quase todos o®ss0mos, entretantGrenicichlasp.
2 apresentou marcacdes em ambas regides termaaiguhs cromossomos, padrao este
gue néo tinha sido observado ainda no gé@eemicichla. A NOR ndo se mostrou banda
C positiva, podendo ser caracteristico destas espélo rio Iguacgu, ja que a mesma
espécie analisada por Lorscheider (2004), do nmiRi- PR, apresentou associacao da
heterocromatina com a NOR.

Em estudos feitos coBeophagus brasiliensisor Pireset al. (no prelo)
de diferentes pontos da bacia do rio Tibagi - BREm foi observada a ocorréncia de um

complemento de 48 cromossomos, sendo a maioridpdostibtelo-acrocéntrico, uma
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caracteristica comum e@®. brasiliensis com NF = 52. A AgNOR foi observada no braco
curto de um par cromossdémico do grupo st-a, caimgdadcom a constricdo secundaria, nas
duas populacdes sendo que em uma delas foi obsemwaceteromorfismo de tamanho
desta regido. Resultados coincidentes foram eramwdr pelo tratamento com o
fluorocromo cromomicina (CM4, comprovando que a NOR, nesta espécie, é rica em
pares de bases CG. A heterocromatina mostrou-géudida na regido centromérica da
maioria dos cromossomos, assim como na constregamdaria.

Varios trabalhos como os de Feldberg e Bertoll@%b9, Martinset al.
(1995), Brum et al. (1998), Loureiro (1999), Loureircet al. (2000), relatam um
heteromorfismo no tamanho das NORs entre os crammshomaologos, podendo ocorrer

variacfes tanto intra quanto interindividuais.

Em 2006, Vicariet al. analisaramG. brasiliensise C. facetum
provenientes de diferentes rios do estado do Pam@h&uais apresentaram 2n = 48
cromossomos, com predominancia de cromossomos [ g$ubtelo-acrocéntricos,
caracterizando um NF = 54 e 58, respectivamentegiio organizadora de nucléolos foi
identificada no brago curto de um par st-a, coemid com a constricdo secundaria e
correspondente as marcagfes pelo fluorocromo £MAbanda C revelou marcacoes
heterocrométicas nas regides pericentroméricas HOR$ para ambas as espécies.
Entretanto, os autores verificaram bandas intéagioem alguns cromossomos &
brasiliensis do rio Jaguariaiva, além de apresentar uma maigoantglade de

heterocromatina quando comparada com as outrasagops.

A hibridacéoin situ (FISH), quando realizada com sondas de DNAr 18S,
revela com exatiddo os cromossomos portadoresedi@es organizadoras de nucléolos,

confirmando os resultados obtidos pelas técnicasittato de prata, como pode ser
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evidenciado en®reochromis niloticugOLIVEIRA et al, 1998; OLIVEIRAet al, 1999),
Geophagus brasiliensi$PIRES et al, no prelo; VICARI et al, 2006) eCichlasoma
facetum(VICARI et al, op. cit). Em relacéo a utilizacdo da sonda de DNAr 5SaWiet
al. (2006) observaram marcacdes intersticiais no bi@ggo de cromossomos diferentes
aos dos portadores dos cistrons de DNAr 18SCefacetune G. brasiliensis

Polimorfismos cromossémicos ja foram relatados eithlidae por
Martins-Santo®t al. (2005), onde a espédi@etacaracf. dorsigeraapresentou 4 citotipos
diferentes, com 2n = 46, 45, 44 e 43 cromossomsgslif&rencas nas formulas cariotipicas
estavam relacionadas com o niumero de cromossontaséngicos presentes, sendo estes
inversamente proporcionais ao seu numero dipldelgndo assim a um NF constante
igual 48. Eventos de fusdes céntricas, como altreasio Robertsoniana, e formacao de
isocromossomo, estariam envolvidos neste processqalimorfismo, explicando a
variacdo do numero diploide e dos cromossomos @idoos nesta especie.

Pesquisadores como Thompson (1979), Feldberg enlBe(tl985a),
Brum et al. (1998), Martinset al. (1995), Loureiroet al. (2000), entre outros, nao
confirmam a presenca de cromossomo sexual nasiespiécciclideos estudadas.

Segundo Feldberget al. (2004), que realizou um trabalho com
Crenicichla reticulata Cichla monoculuse Cichla sp. da bacia Amazénica, foi possivel
verificar a presenca de cromossomos supranumer@uids em células sométicas. Essas
trés espécies apresentaram 2n igual a 48 cromossam@ 1 a 3 microcromossomos B. A
banda C revelou que este microcromossomo era ctanate heterocromatico.

Martins-Santoset al. (2005) também observaram ebaetacara cf.
dorsigerade 1 a 2 cromossomos B em um dos seus citétipos @& cromossomos) e sua
origem poderia ser explicada pela perda de segsmeatomossOmicos da regiao

centromérica, envolvidos no processo de fusdoicéarde dois acrocéntricos.
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Anteriormente, Feldberg e Bertollo (1984) e Mantiet al. (1995)
observaram cromossomos B eBymnogeophagus balzaniGeophagus brasiliensis
Satanoperca papaterraCrenicichla niederleinii Em G. balzaniio cromossomo B estava
limitado a células germinativas (FELDBERG e BERT@LL1984; SALGADOet al,
1994; respectivamente). Corpusculos de cromatinanfoencontrados em células
somaticas deG. brasiliensisda bacia do rio Paranapanema — BR,papaterrae C.
niederleinii da bacia do rio Parana — PR, e estes corpuscoldsnp ser considerados
cromossomos B microcromossomos (MARTIBISaL, 1995).

Considerando os dados cromossomais disponiveis am de 120
espécies de ciclideos, somente oito espécies fdemtritas carregando cromossomos B.
Isto representa cerca de 5,2% dos ciclideos gaethdis, o qual consiste com a frequéncia

de cromossomos B nos peixes em geral (FELDBER&, 2004).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Este trabalho teve por objetivo geral caracterizdogeneticamente
diferentes espécies da familia Cichlidae, visandotribuir com mais informacdes a

respeito desta familia.

2.2 Objetivos Especificos

> analisar e comparar os cariétipos de espécies despela familia
Cichlidae da bacia do Rio Paranapanema, da badiagim Guaiba/RS e

do Tramandai/RS;

> detectar as regides organizadoras de nucléolos gN@Ranalisar a

distribuicdo de heterocromatina;
> Iidentificar as regides cromossomicas ricas em pigdmses G-C e A-T;

> contribuir com mais dados citogenéticos sobre gstpo de peixes para

um melhor entendimento de suas relagdes evolutivas.
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3 ESPECIES ESTUDADAS E LOCAIS DE COLETA

Para o presente trabalho foram analisadas noveciespge peixes da
familia Cichlidae, pertencendo a quatro génetasstraloherosCrenicichla Geophague
Gymnogeophagu@-igura 1). Estas espécies foram coletadas emedifes pontos de duas

bacias hidrograficas distintas:

3.1 Bacia da Lagoa dos Patos/RS

A bacia Lagoa dos Patos pode ser subdividida e oluiaas menores: as
bacias do Lago Guaiba e do Tramandai (Figura 2)L.a¢m Guaiba foram coletadas seis
espécies, em diferentes pontos, sendo:

- Saco da Alemoa:Geophagus brasiliensisCrenicichla lepidota

Crenicichla punctataGymnogeophagus gymnogenggmnogeophagus
labiatuse Australoherossp.;

- GasbmetroG. brasiliensisC. lepidota C. punctatee G. gymnogenys;

- Barra do RibeiroG. gymnogenys;

- ForquetaG. labiatus C. punctatee Australoherossp.;

- ForquetinhaAustraloherossp.

Na bacia do Tramandai foram coletadas apenas dpésies: @nicichla

maculatae Australoherossp., ambas do rio Maquiné (Figura 2).
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3.2 Bacia do Rio Paranapanema

Nesta bacia foram coletadas duas espécie€rdaicichla C. britskii,
coletada no ribeirdo Taquari/PR e rio Paranapar&aC. haroldoicoletada no ribeirdo

Pavao/PR (Figura 3).
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Figura 1 - Fotos das espécies coletadaastraloherossp. (A), Crenicichla britskii (B),
Crenicichla haroldoi(C), Crenicichla lepidotaD), Crenicichla maculatgE), Crenicichla
punctata (F), Geophagus brasiliensis(G), Gymnogeophagus gymnogenysl) e
Gymngeophagus labiatyh.
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Figura 2 — Imagens de satélite da Bacia da Lagoa dos P&as/@® Tramandai/RS. Os

pontos amarelos indicam os locais de coletas. F@uegle Earth.
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Figura 3 — Imagens de satélite dos locais de coleta daaldwirio Paranapanema. Os
pontos amarelos indicam os locais de coletas. FQuegle Earth.
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CAPITULO 1

Diversidade cariotipica entre duas especies de
Crenicichla (Perciformes, Cichlidae) da bacia

do rio Paranapanema

" Este artigo ser& enviado para Journal of Fish Bialgy.
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Diversidade cariotipica entre duas espécies d€renicichla

(Perciformes, Cichlidae) da bacia do rio Paranapamaa.

Larissa Bettin Pirés Lucia Giuliano-Caetartiee Ana Ldcia Dias

1. Departamento de Biologia Geral, Universidadeadisil de Londrina, CCB, 86051-990, Londrina, PR,

Brasil, larissa.pires@gmail.com

Resumo

As andlises citogenéticas foram realizadas em dspecies pertencentes ao género
Crenicichla C. britskii e C. haroldoj coletadas em diferentes pontos da bacia do rio
Paranapanema. As duas espécies apresentaram umronuipddide igual a 48
cromossomos, com diferencas intra e interespesifigeanto as formulas cariotipicas.
Crenicichla britskij apresentou 2m + 6sm + 40st-a e NF = 56 para algggo do ribeirdo
Taquari/PR; e 4m + 6sm + 38st-a e NF = 58 pargpalpgdo do rio Paranapanema/EP;
haroldoi apresentou 6m + 4sm + 38st-a e NF = 58. O nittlatrata detectou NORs
simples em ambas as espécies, com excecdo da gqaputke C. britskii do rio
Paranapanema que apresentou uma variacédo de emdssomos nucleolares. As NORs
foram coincidentes com constricbes secundarias.etexem C. britskii do rio
Paranapanema que apresentou apenas um dos par@RAgNar 5) correspondente a
constricdo secundaria. A heterocromatina mostroudistribuida nas regibes
pericentroméricas dos cromossomos, sendo que atricbrs secundarias revelaram-se
heterocromaticas. A banda C revelou NORs heteraftioas para as espécies, exceto um
dos pares nucleolares (par 6) @e britskii do rio Paranapanema, o qual também se
mostrou CMA negativo. Todos os demais cromossomos AgNORs f@®A; positivos

e através da coloracdo com DAPI néo foi evidenciagl#huma marcacao fluorescente.
Este trabalho mostra pela primeira vez os dadogamitéticos para estas espécies e revelam
uma variabilidade cariotipica pata britskiie um padrdo conservativo p&aharoldoi

Palavras-ChavesCrenicichla Cichlidae, NOR, BC, fluorocromos, Paranapanema
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Introducao

A familia Cichlidae apresenta uma grande variedhxespécies de peixes,
sendo considerada um grupo altamente especialifgdander, 1998). Dentre o0s
ciclideos, o géner€renicichlaé um dos mais numerosos, compreendendo cerca de 74
espécies predadoras, facilmente reconhecidas devifbtbma do corpo alongada, boca
grande e prognata, ocorrendo em sua grande maiariggido tropical e subtropical da
América do Sul (Kullander & Lucena, 2006).

Os ciclideos sao o0s peixes mais estudados citdgameinte entre oS
Perciformes. No entanto, no géné&rtenicichla,apenas quinze espécies foram analisadas
até o momento e, destas, ape@asnicichlasp. ndo apresentou o numero dipléide igual a
48 cromossomos, segundo um levantamento citogensgtalizado por Feldbergt al.
(2003).

O objetivo do presente trabalho foi analisar disgeeies d€renicichla C.
britskii e C. haroldoi atraves de diferentes técnicas de bandamentmssimmico, visando
contribuir com mais informac¢des para uma melhoadarizacdo deste género, sendo a

primeira descricao citogenética para estas espécies

Material e Métodos

Foram analisados 9 exemplares (4 machos e 5 féndea€yenicichla
britskii coletados no ribeirdo Taquari/PR e no rio Paramapa/SP; e 4 espécimes (2
machos e 2 fémeas) d&renicichla haroldoicoletados no ribeirdo Pavao/PR. Todas as

localidades pertencem a bacia do rio Paranapanema.
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Para a obtencdo dos cromossomos mitoticos, fazadh a técnica de
preparacao direta, proposta por Bert@tal. (1978). A morfologia dos cromossomos foi
embasada na razdo dos bracos proposta por Lewvah (1964), com modificacdes,
classificando-os em metacéntricos (m), submetacéatfsm), considerados com 2 bracos
cromossOmicos, e subtelo-acrocéntricos (st-a) ctomado para a determinacdo do niumero
fundamental (NF).

A deteccéo da regido organizadora de nucléolos @Y@Bla impregnacao
por nitrato de prata e a determinacdo do padrébetiErocromatina foram realizados de
acordo com as técnicas descritas por Howell & BI4tR80) e Sumner (1972),
respectivamente. Para a determinacao dos sitios el bases GC e AT foram utilizadas
as técnicas de coloracdo com cromomicinaeADAPI, de acordo com as técnicas de

coloracao descritas por Schweizer (1980), com ruadibes.

Resultados

As duas analisadas apresentaram o numero dipl@dg igual a 48
cromossomos, no entanto, foram observadas difesemges formulas cariotipicas:
Crenicichla britskiicom 4m + 6sm + 38st-a e NF = 58 para ambas adggdims (Figura
1A e B); eC. haroldoiapresentou 6m + 4sm + 38st-a e NF = 58 (FiguraL&hela 1).

Os espécimes deCrenicichla britskij do ribeirdo Taquari (PR)
apresentaram uma constricdo secundaria localizadagido terminal do braco longo do
5° par cromossémico do complemento, sendo um creonos do tipo sm (Figura 1A). Em
C. britskii do rio Paranapanema (SPEeharoldoj as constricbes secundarias localizaram-

se intersticialmente no braco curto do primeiroggamossdémico do grupo m (Figura 1B e
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C). Além dissoC. britskii nas duas localidades, apresentaram uma constegimdaria
adicional no braco longo do par 20 (st-a), parapufacdo do Taquari e par 5 (sm) para a
populacdo do Paranapanema (Figura 1 A e B); nétstaadocalidade foi observado um
heteromorfismo de tamanho da constricdo entre o®logos desse par (Tabela 1 e Figura
3).

As regides organizadoras de nucléolos (AgNORs)idoalizadas em um
par de cromossomos pdta britskii do ribeirdo Taquari/PR €. haroldoj com marcacdes
terminais no braco longo do 5° par do complemesto) ((Figura 1D) e intersticiais no
braco curto do maior par metacéntrico (Figuras g As NORs foram coincidentes
com as constricdes secundarias observadas petagidocom Giemsa.

Em C. britskii, da populacéo do rio Paranapanemat8ifossivel observar
uma variacdo de 2 a 4 cromossomos AgNORs, estamdoaacacdes localizadas nas
regides terminais dos bracos curtos de um par Isdéteocéntrico (par 6) e dos bracos
longos de um par submetacéntrico (par 5), sen@oUiteino coincidente com a constricao
secundéria adicional observada na coloracdo conmgaiee apresentando o mesmo
heteromorfismo quanto ao tamanho (Figuras 1E, 8beld 1).

A banda C revelou marcacdes heterocrométicas,ibdigtas na regido
pericentromérica da grande maioria dos cromossamassociadas as NORs em ambas
espécies (Figura 2 A, B e C), exc€obritskii do rio Paranapanema cuja NOR localizada
no par 6 € banda C negativa (Figura 2B C. britskii as constricbes observadas no par 1
(populacdo do rio Paranapanema) e no par 20 @belraquari) ndo relacionadas a
AgNORs mostraram-se heterocromaticas (Figura BA e

O tratamento com o fluorocromo cromomicing évidenciou marcacoes
fluorescentes coincidentes com a NOR, nas duasiespgnalisadas, apresentando no par

5 deC. britskii do rio Paranapanema, o mesmo heteromorfismo dantaonque ja tinha
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sido evidenciado pelo Giemsa e prata (Figura 1 B,HLC. britskii do rio Paranapanema,
também apresentou uma marcacao intersticial €pWsitiva no braco curto do primeiro
par metacéntrico (Tabela 1). Na coloragdo com DA$ths regibes ndo apresentaram

marcacoes fluorescentes, aparecendo como bandasvasdFigura 1 D, E e F).

Tabela 1 -Resumo dos resultados obtidos com o gé@ramicichlano presente trabalho (2n = namero
dipléide, NF = namero fundamental, CS = Constri@@cundaria, NORs = Regides Organizadoras de
Nucléolos, HC = Heterocromatina, CMA Cromomicina A).

Espécies Localidade 2n  Férmula Cariotipica NF Cs NORs HC CMA
' Mdltipla: Par 1 (i
» Paranapanema (SP) 48 4m+6sm+38sta  5g&arl() Par 2 ® C %
Crenicichla Par 5 (t)* " Par 5 (t)*
Par 5 (t)
britskii
Taquari (PR) 48 4m+6sm+38sta 58 Par5(t) Simples: c Par 5 (t)
Par 20 (t) Par 5 (t)
Crenicichla . . )
i Pavéo (PR) 48  6m+4sm+38st-a 58 par 1 (j) Simples: c Par 1 (i)
haroldoi Par 1 (i)
Legenda:t = terminal; i = intersticial; C = pericentroméai * = heteromorfismo.
Discussao

As duas espécies darenicichlaanalisadas revelaram um numero diploide
(2n) de 48 cromossomos, que ocorre em todas asiespdo génercCrenicichla
analisadas até o momento, exdétenicichlasp., estudada por Rezereteal. (1996), que
apresentou 2n = 46 cromossomos. Segundo Thomp8a@A)( os ciclideos apresentam 2n
= 48 cromossomos do tipo subtelo-acrocéntricos gpéaes basais, onde a presenca de
cromossomos meta-submetacéntricos significa queiotipo € derivado e quanto maior a
presenca de cromossomos acrocéntricos mais ancestéao caridtipo. Esta hipotese é
compartilhada por Feldbergt al. (2003) que considera o géne€@renicichla mais
derivado, pois apresenta cromossomos metacéné&isosmetacéntricos.

Apesar das espécies analisadas apresentarem o mésneoo dipldide,,

elas diferiram na quantidade de cromossomos metamne submetacéntricdS. britskii
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apresentou 4m + 6sm + 38st-& eharoldoiém + 4sm + 38st-a. Tais diferencas podem ser
devidas a inversfes pericéntricas que estdo desbap#o um papel importante na
diversidade cariotipica destas espécies.

C. britskiido rio ParanapanemaC haroldoiapresentaram uma constricao
intersticial no braco curto do primeiro par cron@sego do grupo m, que também foi
descrito por outros autores em outras espécie€dergCrenicichla como:Crenicichla
sp., C. iguassuensjsC. lacustris C. lepidota C. niederleiniie C. vittata (Feldberg &
Bertollo, 1985; Martinset al, 1995; Loureiroet al, 2000 e Mizoguchiet al; 2007);
demonstrando que este cromossomo, com constrigdmdsia intersticial, parece ser
caracteristico do génerG. britskii, do ribeirdo Taquari, entretanto, ndo mostrou ggten
com constricdo intersticial e sim na regido termida braco longo do 5° par
cromossdmico do complemento, sendo um cromossontipalem (Figura 3).

Interessante notar, que & britskii, de ambas as localidades, observou-se
uma constricdo secundaria adicional no braco lodgagpar 20, para a populagdo do
Taquari e par 5 para a populagdo do Paranapanemaheteromorfismo de tamanho
(Figura 3). A observacao desta constricdo secumddicional nunca tinha sido relatada na
literatura, podendo indicar, a principio, uma ctawdstica diferencial par@. britskii.

Analisando os resultados obtidos p&eenicichla haroldoj verificamos
gue os padrbes encontrados tanto para a macroocaanicroestrutura foram semelhantes
com as da literatura, apresentando caracteristimasideradas tipicas deste género, tais
como, a presenca do maior par cromossémico contrggiits secundaria intersticial no
braco curto, como visto em varias outras espé@é&xehicichlaja estudadas (Feldbeeg
al., 2003). Outras caracteristicas como: um par dema@ssomos marcados
intersticialmente pelo nitrato de prata e CMAcorrespondente com a constricdo

secundéria, e a distribuicdo pericentromérica darberomatina e coincidente com a
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NOR, também sdo consideradas conservadas @eeaicichla como frequentemente
observado neste género por Martsl. (1995), Loureiroet al. (2000), Mizoguchet al.
(2007), entre outros.

Entretanto, enC. britskii ndo foi observada esta conservacao cariotipica,
apesar de possuirem o mesmo numero diploide tésen@mdo no género e na familia
Cichlidae, pois apresentaram caracteristicas @®pique as diferiram em relacdo ao
padrdo geral encontrado para as demais espécibsadaa até o momento, bem como
entre as populacdes aqui estudadas.

Na analise das NORs, através da impregnacao pa@tanitle prata, foi
verificado um sistema de NORs simples p&a britskii, do ribeirdo Taquari, com
marcacfes no braco longo de um par cromossomicaopsm 5) correspondentes a
constricdo secundaria (Figura 3). No entanto,Gnbritskii do rio Paranapanemfgram
observados 2 pares nucleolares: o par 5, corresptad constricdo secundaria, e o par 6;
a constricdo encontrada no par 1 ndo € coincidemte sitios AQNORs (Figura 3). A
ocorréncia de NORs multiplas pode indicar que psfulacdo apresenta caracteristicas
apomorficas em relacdo a da outra localidade edfydgue possui NORs simples. O
heteromorfismo de tamanho encontrado no par &ebnritskiido rio Paranapanema, pode
ser devido a um crossing-over desigual entre aaa@ssomos homélogos.

A heterocromatina enCrenicichla britskii mostrou-se distribuida nas
regibes pericentroméricas da maioria dos cromossoenmas constricdes secundarias,
caracteristica comum do género, entretanto, sonasntenstricdes do par 5 para ambas as
populacdes sdo correspondentes as AgNORs (Figuran8icando a presenca de
heterocromatina associada aos cistrons ribossamambém nédo relacionada as NORs
(Figura 3). O Unico relato de NORs multiplas negdeero foi feito por Martingt al.

(1995) enC. lepidota coletada na regido de Porto Rico, da bacia dBarand/PR.



35

Em C. britskii do rio Taquari foram verificadas marcacdes GVi#os
mesmos sitios AgNORs, entretar@o britskii, do rio Paranapanema, que possui NORs
multiplas, apresentou novamente um padrao dists@iegdo observado que apenas um dos
pares AgNOR (par 5) é CM#ositivo, isto €, rico em bases GC (Figura 3).tAlesesma
localidade observou-se uma marcacao intersticialpaio 1, que € coincidente com a
heterocromatina sendo esta, portanto, compostamiadntemente de bases GC (Figura
3), diferente das heterocromatinas pericentromgrica

As diferencas citogenéticas encontradasCeroritskii podem ser resultantes
de um isolamento geografico entre as populacdegilmrao Taquari/PR e do rio
Paranapanema/SP. Segundo Ploeg (1991) ao e§tudaitskii, verificou que esta espécie
era endémica da bacia do Alto Parana e que estamisdo era resultante da pequena
capacidade de deslocamento destes peixes, pelddaerem altamente territorialistas, de
modo geral, ndo realizam extensas migracdes a® ldagseu ciclo de vida e mantém-se
isoladas (Castro, 1999).

De acordo com Oliveirat al. (1988), populagbes que apresentam menor
mobilidade e quantidade de individuos sdo maiswvest em relacdo a sua macroestrutura
cariotipica, visto que o fluxo génico € menor prommando, assim, uma maior taxa de
fixagdo de alguma alteragdo cromossémica. E o qde estar ocorrendo com as duas
populacdes d€. britskii, onde o isolamento geogréfico facilitaria a fixagke rearranjos
cromossomicos, levando a um processo de especiagddp que a populagédo de
britskii do rio Paranapanema apresenta caracteristicasdedisdas que a do ribeirdo

Taquari.
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Figura 1 — Cariotipos e pares AQNORs/CMAle: Crenicichla britskij do ribeirdo Taquari
(A e D), do rio Paranapanema (B e E) e C. hardl@a F), respectivamente. Em detalhe,

nos cariotipos, as constricdes secundarias.
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Figura 2 — Metafases somaticas com banda CQtenicichla britskij do ribeirdo Taquari
(A), do rio Paranapanema (B)X2 haroldoi(C). As setas indicam 0s pares cromossOmicos
com constricdo secundaria e as cabecas de setassiEcOes secundarias adicionais em

C. britskii.
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CAPITULO 2

Estudos citogenéticos em trés espécies de
Crenicichla (Perciformes, Cichlidae) da bacia

hidrogréfica Lagoa dos Patos/RS

" Este artigo seré enviado para Biological Research.
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Resumo

No presente trabalho foram analisadas trés espeeiesenicichlg coletadas na regidao da
Lagoa dos Patos/RS. Todos exemplares apresentaraam@ cromossomos, distribuidos
em 4m + 6sm + 38st-a e NF = 58 p@m@nicichla punctatae 6m + 42st-a e NF = 54 para
Crenicichla maculatae Crenicichla lepidota com ocorréncia de cromossomos B de
tamanho pequeno nesta Ultima espécie, com variagdo inter quanto intra-individual e
totalmente heterocroméatico. Em todas as espécieNQRs localizaram-se na regiao
intersticial do brago curto do maior par cromoss@do complemento, correspondentes
as constricbes secundarias, sendo queCemaculatafoi observado heteromorfismo de
tamanho da NOR. O tratamento com CMrevelou apenas a NOR com marcacdes
fluorescentes e com o DAPI nao foi evidenciada osréh marcagao cromossOmica. A
heterocromatina mostrou-se distribuida principabmearas regides pericentroméricas dos
cromossomos e coincidentes com as NORs. Este estwdtra a primeira descricdo
citogenética d&€. maculatae C. punctatae confirma um padrdo conservativo no género,

mostrando mais uma ocorréncia de cromossomos B gagbo de peixes.

Palavras-Chaves:Crenicichla Cichlidae, cromossomos B, bandamento cromossdmico

Lagoa dos Patos/RS
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Introducao

O sistema hidrolégico do Rio Grande do Sul é cottappsr duas bacias de
drenagem principais: a Bacia do Uruguai, cujas sigéa ter no estuario do Rio da Prata, e
a Bacia do Sudeste, que predomina na porcao ledistddo. A Bacia do Sudeste divide-
se em dois subsistemas, sendo o mais importanta baguna dos Patos, onde esta
localizado o complexo do Lago Guaiba (Hartmannhef®ini, 1991).

A Bacia do Lago Guaiba representa um importantean@al hidrico,
sendo um local de ocorréncias sazonais de alguspagies de peixes provenientes do sul
da Lagoa dos Patos com 56 espécies residentesnmres, abrigando igualmente grande
diversidade animal e vegetal (Mdllerke et al., 2003

Dentro dos ciclideos neotropicais, o géndécenicichla apresenta 74
espécies validas, sendo considerado o mais numeeogoamplamente distribuido no
territorio brasileiro (Kullander, 2003). Este gémér bastante estudado do ponto de vista
citogenético, com o primeiro estudo realizado pgthéhart-Perera et al. (1975) em
Crenicichla sexatilis Desde entdo, varios estudos citogenéticos verdosesalizados,
estando em sua maioria resumidos a identificacamidoero dipldide, totalizando 15
espécies analisadas, até 0 momento.

Este trabalho teve por objetivo caracterizar cibegieamente trés espécies
de Crenicichla C. lepidota, C. maculata C. punctata através de analise convencional e
de bandamento cromossémico, sendo a primeira d@spara as duas ultimas espécies,

visando contribuir com mais informacfes para esip@de peixes.
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Material e Métodos

No presente estudo foram analisadas trés espéeieSrehicichla 5
individuos (2 machos, 1 fémea e 2 de sexo indetaxto) deC. lepidotg 18 individuos
(12 machos, 5 fémeas e 1 de sexo indeterminad@) genctatacoletados em diferentes
pontos da bacia do Lago Guaiba: Saco da Alemoan®#so e rio Forqueta, sendo que sé
C. punctatafoi coletada nesta ultima localidade, e 6 indioigl{2 machos e 4 fémeas) de
C. maculatacoletados no rio Maquiné/RS.

As preparacdes cromossOmicas foram obtidas de moom a técnica de
preparacgao direta, descrita por Bertollo et al7890s cromossomos foram classificados
em metacéntricos (m), submetacéntricos (sm) e Isdteocéntricos (st-a), conforme
Levan et al. (1964), com modificagbes. Os cromossometa e submetacéntricos foram
considerados com dois bragos e o0 grupo st-a corbrago, para determinacdo do nimero
fundamental (NF).

As regides organizadoras de nucléolos e o padraalistebuicdo da
heterocromatina foram evidenciados segundo ascemropostas por Howell e Black
(1980) e Sumner (1972), respectivamente. Os tratBrmecom fluorocromos base
especificos cromomicina ;Ae DAPI foram realizados de acordo com a técnica de

coloracao descrita por Schweizer (1980), com meatifies.

Resultados e Discussao

Estes sdo os primeiros dados citogenéticos @ezaicichla maculatae C.

punctatae assim comd. lepidotatodas apresentaram um conservado numero dipldide
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(2n) de 48 cromossomos, corroborando com os daalditedatura até o momento, ja que
todas as espécies @renicichla possuem este 2n, excefwenicichla sp., estudada por
Rezende et al. (1996) com 2n = 46 cromossomosetanto, apesar da conservacao do
namero dipldide, variacbes na formula cariotipmaf encontradas, on@e lepidotae C.
maculataapresentaram a mesma constituicdo de 6m + 42sdanero fundamental (NF)
igual a 54 (Figura 1 A e B) €. punctata4dm + 6sm + 38st-a e NF = 58 (Figura 1C). O
namero fundamental (NF), bem como o 2n, esta exstriaixas encontradas na literatura,
que € de 52 a 62.

Variagbes na formula cariotipica, como as encoatrath Crenicichla
punctataem relacdo as outras duas espécies, ja foram eadagtem outras espécies de
Crenicichlae pode ser atribuida a eventos de inversfes p#igaa) como ja sugerido por
Feldberg e Bertollo (1985).

Para as trés espécies analisadas foi observadacams&ricio secundaria
intersticial no brago curto do primeiro par crom@sgo do grupo m (Figura 1A, B e C), o
qual parece ser um cromossomo caracteristico dgditero, talvez um marcador
citotaxondmico, sendo observado tambémracustrise C. vittata(Feldberg e Bertollo,
1985),C. lepidota(Martins et al., 1995)Crenicichlasp.,C. niederleinii(Loureiro et al.,
2000) eC. iguassuensi@Mizoguchi et al., 2007).

Nas populagbes d€. lepidotados 5 individuos analisados apenas dois
apresentaram de 1 a 3 cromossomos B ou supranuwsed® tamanho pequeno (Figura 1
A), com variagdo tanto inter quanto intra-indivijuauma freqténcia de 13,64 % (Tabela
1), sendo que um deles com uma maior freqiéncta desmossomo. Dois e trés Bs foram
observados apenas €nlepidotada populacdo do Gasémetro/RS que, coincidentergéente

uma regido mais urbana e mais poluida.
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Tabela 1 -Frequéncia de cromossomos B nas células somdgdaslepidota.

) N° DE CROMOSSOMOS B TOTAL
INDIVIDUOS LOCALIDADE SEXOS )
0 1 2 3 N° DE CELULAS
174 Gasometro a8 3 4 4 1 12
208 Gasbmetro Q 26 0 0 0 26
248 Saco da Alemoa Q 8 11 0 0 19
253 Saco da Alemoa a8 28 0 0 0 28
298 SacodaAlemoa & 25 0 0 0 25
Total 90 15 4 1 110
(%) 81,82 13,64 3,64 0,9 100

A presenca de cromossomos B na familia Cichlidé® restrita a apenas
algumas espécies, sendo encontrados tanto emscékiiminativas d&ymnogeophagus
balzanii (Feldberg e Bertollo, 1984), quanto em célulasdticids deCichla sp., Cichla
monoculus Crenicichla reticulata (Feldberg et al., 2004) kaetacara cf. dorsigera
(Martins-Santos et al., 2005). Outros relatos desp@is cromossomos B foram feitos por
Martins et al. (1995), que descreveram a presemcacorpusculos de cromatina” em
células somaticas d&eophagus brasiliensisSatanoperca papaterrae Crenicichla
niederleinii. O cromossomo B evidenciado e@ lepidota apresentou-se totalmente
heterocromatico apdés o tratamento de banda C @iguiA), como encontrado por
Feldberg et al. (2004).

As regides organizadoras de nucléolos (NORs) fodmtectadas pela
impregnacao por prata em apenas um par cromossoantaodas as especies, sendo o
primeiro par do complemento com marcacodes intéagtioo braco curto (Figural D, E e
F), coincidentes com as constricbes secundariamsvisa coloracdo com Giemsa,
caracterizando assim um sistema de NORs simplesgsespécies; efd. maculatafoi

possivel verificar um heteromorfismo de tamanhd@d (Figura 1 E).
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A presenca de NORs simples, localizadas interktieiate no braco curto
do maior par cromossomico é bastante conservade gésero, como visto por Loureiro
et al. (2000), Mizoguchi et al. (2007), entre osfreendo encontrada apenas variacao
quanto a identificagdo do cromossomo portador d& Nd@dendo ser em cromossomos
metacéntricos (Martins et al., 1995; Loureiro et aD00; Mizoguchi et al., 2007) ou
submetacéntricos (Martins et al., 1995).

NORs multiplas foram relatadas e@renicichla lepidota da regido de
Porto Rico proveniente da bacia do rio Parana/PRlisada por Martins et al. (1995),
sendo observados 2 pares nucleolares, situac@ataida encontrada nesta mesma espécie
do presente trabalh&. lepidotaja foi analisada em 3 diferentes localidades ecada
uma delas esta espécie mostrou algumas particadi@sdoroprias. Na populacéo analisada
por Feldberg e Bertollo (1985), na regido de MieMbB, a NOR estava localizada no
braco longo do par m; Martins et al. (1995), nadegle Porto Rico/PR, encontraram
NORs multiplas e na populacdo do Lago Guaiba feaoontrados cromossomos B. Estas
diferencas entre as trés popula¢cdes podem secadat pelo fato de pertencerem a bacias
hidrogréficas distintas, ocorrendo portanto umaswnto geografico entre elas, o que
facilitaria a fixagdo de rearranjos cromossémic@s havendo, € claro, um fluxo génico
entre as populacdes, proporcionando Guéepidota em cada localidade, apresente uma
caracteristica propria.

Pela coloragdo com o fluorocromo cromomicing fBram evidenciadas,
para as trés espécies analisadas, marcacdes fewres coincidentes com as NORs,
indicando que sao ricas em pares de base GC. @gpkres de&C. maculataapresentaram
0o mesmo heteromorfismo de tamanho que ja tinha ewidenciado na coloracdo com
Giemsa e prata. Na coloracdo com DAPI estas regides apresentaram marcagoes

fluorescentes, aparecendo como bandas negativedamdo a auséncia de regides ricas



48

em AT. Estes dados coincidem com os encontradofteratura para o género por
Loureiro et al. (2000) e Mizoguchi et al. (2007htietanto, apenas 0s primeiros autores
utilizaram o DAPI.

A distribuicdo da heterocromatina foi semelhantetedas as espécies de
Crenicichlaanalisadas, sendo observadas marcacdes pericéntrasnna grande maioria
dos cromossomos e associadas as NORs (Figura 2A43)BO mesmo heteromorfismo de
tamanho observado na coloracdo com Giemsa e piaadontrado na banda C.

Este padrdo de distribuicdo de heterocromatinanré baracteristico do
género sendo observado em diferentes espécies, eon®. lepidota (Martins et al.,
1995), Crenicichlasp.,C. niederleinii(Loureiro et al., 2000) €. reticulata(Feldberg et
al., 2004). No entanto, Mizogucht al. (2007) analisand@renicichlado rio Iguacu/PR,
verificaram que a NOR é banda C negativa, o quenmdsegundo os autores, caracterizar
as espeécies derenicichlado rio Iguacu/PR.

Os dados obtidos neste trabalho, para as trésiesgéalisadas, confirmam
um processo evolutivo mais conservativo no gér@enicichla bem como na familia
Cichlidae, contribuindo com mais informacées noegénuma vez que traz a primeira
descricdo cariotipica d&. maculatae C. punctatae também mais uma ocorréncia de Bs

na familia Cichlidae e a primeira € lepidota
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Figura 1 - Carittipos e pares AgNORs/CMA3 d€renicichla lepidota(A e D), C.

maculata(B e E) eC. punctataC e F), respectivamente.
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Figura 2 — Metafases somaticas com banda C p@ranicichla lepidota(A) com

cromossomo B (cabeca de seta),maculata(B) e C. punctata(C). As setas indicam os
Cromossomos com constricdo secundaria.
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CAPITULO 3

Caracterizacao citogenetica dé&eophagus
brasiliensise de duas espécies d&ymnogeophagus

(Cichlidae, Geophaginae) do lago Guaiba/RS

" Este artigo sera enviado para Cytogenetic and Germe Research.
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Caracterizacao citogenética d€&seophagus brasiliensie de duas
espécies dé&symnogeophagugCichlidae, Geophaginae) do lago
Guaiba/RS
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Diag"
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Brasil, larissa.pires@gmail.com

b Departamento de Zoologia, Instituto de Biociéncldsiversidade Federal do Rio Grande do Sul, 91501-

970, Porto Alegre, RS, Brasil.
Resumo

Neste trabalho foram analisadas 3 espécies de spghegtencentes a subfamilia
Geophaginae (Cichlidae) de diferentes localidadetago Guaiba/RS: Barra do Ribeiro,
Gasometro e Saco da Alemoa; e no rio Forqueta/R8asl as espécies apresentaram o
mesmo numero dipléide igual a 48 cromossomos, segde Gymnogeophagus
gymnogenyspresentou duas formulas cariotipicas: a populdgd@aco da Alemoa/Barra
do Ribeiro com 4m + 44st-a e NF = 52 e a popula@gdGasdémetro com 6m + 42st-a e NF
= 54. Gymnogeophagus labiatagpresentou uma constituicdo cariotipica de 4m + #sm
40st-a e NF = 56 &eophagus brasilienside 4sm + 44st-a e NF = 52. Nas trés espécies
foram detectadas NORs simples, exceto na populdedB. gymnogenysio Saco da
Alemoa/Barra do Ribeiro que apresentou uma varidedd a 4 cromossomos com regides
nucleolares. Todas as NORs foram coincidentes c®rmoastricbes secundarias, sendo
observado um heteromorfismo de tamanho destas eseegém Gymnogeophagus
gymnogenys e Geophagus brasiliensis O tratamento com CMA mostrou-se
correspondente as AgNORs, e com o DAPI ndo foi emnddda nenhuma marcacdo
fluorescente. O padrdo de distribuicdo da hetenoatima foi semelhante em todas as
espécies, estando limitada as regides pericentrcasédlos cromossomos e associadas as
NORs, com excecao d&. labiatusque apresentou apenas as marcacdes pericentraséric
Os dados mostram um padrao conservativésemphagus brasiliensis uma variabilidade

cariotipica nas espécies Ggmnogeophagus
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Introducao

Dentre os Perciformes, a familia Cichlidae € ums maiores familias de
vertebrados com 1300 espécies descritas, com déstingie até 1870 espécies. Somente as
familias de peixes dos Gobiidae e Cyprinidae, c8ible 2010 espécies, respectivamente,
competem pela posicao da familia mais numerosdgikdgr, 1998).

A distribuicdo das espécies de ciclideos é ampddjtamdo a Africa,
América do Sul, América Central e partes da Astareérica do Norte, vivendo nos mais
variados habitats (Moyle e Cech Junior, 2000).

Os Cichlidae da América do Sul compreendem cercd@eaéneros e
aproximadamente 450 espécies, e foi organizadaKupdlander, em 1998, em oito
subfamilias: Etroplinae, Pseudocrenilabrinae, Retmoae, Cichlinae, Heterochromidinae,
Astronotinae, Geophaginae e Cichlasomatinae.

A subfamilia Geophaginae apresenta 18 génerospma® se sabe sobre a
citogenética deste grupo, pois apenas sete gépesstiem algum tipo de informacéao:
Acarichthys Apistogramma Dicrossus Geophagus Guianacara Gymnogeophague
Satanoperca sendo que Geophagus brasiliensisé a espécie mais estudada
citogeneticamente. A maioria dos dados obtidosarssdtfamilia estéo relacionados apenas
a identificacdo do numero diploide, férmula capaé e localizacdo das NORs.

O presente estudo teve como objetivo uma analiegeriética em trés
espécies de dois géner@ymnogeophagus Geophagusda subfamilia Geophaginae, do
lago Guaiba/RS, através de diferentes técnicasaddamento cromossdémico, visando
contribuir com mais informacfes para um melhor rgiteento da evolucdo cariotipica

neste grupo de peixes.
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Material e Métodos

Neste trabalho, foram analisadas trés espécieslfansilia Geophaginae:
15 individuos (8 machos, 5 fémeas e 2 de sexo d@mdéetado) deGymnogeophagus
gymnogenysl3 individuos (5 machos, 5 fémeas e 3 de sexaientiinado) d&. labiatus
e 10 individuos (5 machos e 5 fémeasfz@®phagus brasiliensisoletados em diferentes
pontos do lago Guaiba/RS, nos pontos Barra do mib8asémetro e Saco da Alemoa; e
no rio Forqueta/RS (Tabela 1).

Os cromossomos mitGticos foram obtidos pela técdeabtengéo direta,
descrita por Bertollo et al. (1978). A classificaglbs cromossomos em metacéntricos (m),
submetacéntricos (sm) e subtelo-acrocéntricos)(Seguiram a proposta por Levanal.
(1964), com modificagbes. Os cromossomos meta metalcéntricos foram considerados
com dois bracos e o grupo st-a com um braco pdeand@acdo do numero fundamental
(NF).

O padrdo de banda C foi obtida de acordo com aceatescrita por
Sumner (1972) e as regides organizadoras de nasl@ORs) pelo método de Howell e
Black (1980). Os tratamentos com fluorocromos legpecificos cromomicinasfe DAPI
foram realizados de acordo com as técnicas deag@lordescritas por Schweizer (1980),

com modificagdes.

Resultados

Os resultados obtidos para as trés espécies ranvelaiimero dipldide (2n)

igual a 48 cromossomos, entretanto, diferencas fdasiwulas cariotipicas foram
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observadasGymnogeophagus gymnogemysesentou 4m + 44st-a e nimero fundamental
(NF) igual a 52 para as populaces da Barra doifRileeSaco da Alemoa (Figura 1A); e
na populacdo do Gasbmetro, a formula foi de 6m st-d2e NF = 54 (Figura 1B);
Gymnogeophagus labiatuspresentou 4m + 4sm + 40st-a e NF = 56 (Figura A)
Geophagus brasiliensésm + 44st-a e NF = 52 (Figura 3A) (Tabela 1).

Uma constricdo secundaria e®. gymnogenydocaliza-se em posicao
intersticial do braco longo do par 3 (st-a) panopulacédo do Saco da Alemoa/Barra do
Ribeiro, e na regido terminal do braco curto do par(st-a) para a do Gasémetro,
apresentando heteromorfismo de tamanho entre osolbgos (Figura 1 A e B,
respectivamente). Ei®. labiatusa constricdo secundaria localiza-se intersticiaten@o
braco curto do maior par do complemento (Figura&mG. brasiliensisno par 6 (st-a)
em regido terminal, visivel em alguns exemplaresligsados, sendo observado
heteromorfismo entre 0s cromossomos homaologos @ B#).

Pela impregnacéo por nitrato de prata foram eviddas NORs simples em
Gymnogeophagus labiatu&. gymnogeny¢populacdo do Gasometro)& brasiliensis
com 1 par de marcagdes intersticiais no braco d&tom par metacéntrico para a primeira
espécie (Figura 2B), e terminais no braco curtoude par subtelo-acrocéntrico, com
heteromorfismo de tamanho para as duas ultimaastodincidentes com as constrigcdes
secundérias (Figura 1D e 3B, respectivamente).

Nos espécimes d8. gymnogenysa populacdo Saco da Alemoa/Barra do
Ribeiro, foi identificado um sistema de NORs miié#t§y com variagdo de 2 a 4
cromossomos nucleolares, com marcacoes nas ragidesais do braco curto de um par
subtelo-acrocéntrico (par 9) e intersticiais dazbringo do par 3 (st-a), sendo esta Ultima
coincidente com a constricdo secundéaria e com dratafismo de tamanho entre os

homologos desta regido (Figura 1C) (Tabela 1).
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A coloragcdo com o fluorocromo cromomicing Avidenciou, em todas as
espécies, marcacdes fluorescentes coincidenteosaitios AQNORs e com o DAPI ndo
foram observadas marcacdes fluorescentes, sendo agueonstricdes secundarias
mostraram-se menos evidentes em algumas espéigasad-1 C e D; 2-C e 3-C).

Atraves da técnica de banda C, a heterocromatinasimalizada distribuida
preferencialmente na regido pericentromeérica damaados cromossomos e com blocos
heterocromaticos correspondentes as constricoesd@tas associados as NORs, exceto
em G. labiatus(Figura 4). O mesmo heteromorfismo visualizado ¢siemsa e prata em

G. gymnogenys G. brasiliensisfoi verificado na banda C.

Tabela 1 - Resumo dos resultados obtidos com os géneros Gwuopbggus e Geophagus no presente
trabalho(2n = namero dipléide, NF = nimero fundamental,<CSonstricdo Secundaria, NORs = Regides
Organizadoras de Nucléolos, HC = HeterocromatiddAg= Cromomicina A).

. . Formula
Espécies Localidade 2n o NF Cs NORs HC CMA
Cariotipica
Saco da Alemoa e . Mdltiplas: Par 3 (i) *
Barra do Ribeiro 48 4m+44 sta 52 Par3() Par 3 (i) * c Par 9 (1
Gymnogeophagus (RS) Par 9 (t)
gymnogenys
Gasometro (RS) 48 6 m+ 42 st-a 54par 20 (f) * Simples: c Par 20 (t) *
Par 20 (t) *
Saco da Alemoa e . . .
Gymnogeophagus ™ i corqueta 48 4M+4sm+40sta 56 par1 (j) Simples: C Par 1 (i)
labiatus Par 1 (i)
(RS)
Geophagus Saco da Alemoa e 48 4sm + 44 st-a 52 paré (i) * Simples: c Par 6 (t) *
brasiliensis Gasometro (RS) Par 6 (t) *
Legenda:t = terminal; i = intersticial; C = pericentroméai * = heteromorfismo.
Discusséo

As espécies aqui analisadas revelaram numero dgtie 48 cromossomos,
sendo este observado para todas as espéc{égnieogeophagus Geophagusnalisadas
até o momento (Feldberg e Bertollo, 1985a; Peirokydtmann, 1988; Brum et al., 1998,

Vicari et al., 2006; Pires et al., no prelo), beamo para outros géneros da subfamilia
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Geophaginae (Feldberg et al., 2003), entretantratites nimeros cromossémicos foram
relatados: 2n = 38 enApistogramma borelli(Thompson, 1979) e 2n = 46 em
Apistogramma agassizif. ortmannj A. steindachnere Dicrossus filamentosu&Zahner,
1977; Thompson, 1979), mostrando uma pequena Vatale cariotipica nesta
subfamilia.

Feldberg et al. (2003) sugerem que o numero dipld&l48 cromossomos &
o basal em ciclideos neotropicais, visto que étifileado na maioria das espécies,
composto em sua maioria por cromossomos do tipy sésultando em um pequeno
namero fundamental.

Apesar de o numero diploide ser conservado nasedifes espécies de
Gymnogeophagus emGeophagus brasiliensiestudadas até o momento, variacées nas
formulas cariotipicas foram encontradas entre aeoiss e dentro da mesma espécie
(Feldberg et al.2003), como as observadas aqui &n gymnogenygpopulacdo do
GasOmetro) &. labiatus.

Peixoto e Erdtmann (1988) também estudaram as nsess@ecies de
Gymnogeophaguaqui analisadas de outras localidades (bacia dai &asistema do rio
Tramandai), que também fazem parte do Sistema ¢gtiéfioo da Lagoa dos Patos/RS, e
encontraram uma formula cariotipica de 4m,sm +-d4stNF = 52. Esta constitui¢cdo foi
igual apenas a populacédo @e gymnogenydo Saco da Alemoa/Barra do Ribeiro (Tabela
1). As variacdes cariotipicas encontradas nas éspgcies desGymnogeophaguslas
diferentes localidades do sistema hidrografico a@goa dos Patos/RS podem ser devidas a
eventos de rearranjos cromossomicos, do tipo idesrpericéntricas.

A espécieGeophagus brasiliensig foi analisada por diversos autores e,
apesar do constante 2n = 48, foram observadag@asaa formula cariotipica (Martins et

al., 1995; Brum et al., 1998 e Vicari et al., 2008)onstituicdo cariotipica de 4sm + 44st-
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a, aqui observada e@®. brasiliensis mostrou semelhancas com os trabalhos de Thompson
(1979) e Pires et al. (no prelo).

Kullander (1998) e Fariaset al. (2000) baseados em caracteres
morfologicos e moleculares, respectivamente, prenans que Geophagus brasiliensis”
parece ser um complexo de espécies. Os dadosreitiiges encontrados em revisao feita
por Feldberg et al. (2003), somados aos do pressiteo corroboram estas analises uma
vez que foram observadas variacdes entre as pdgslage 2 a 8 cromossomos do tipo m-
sm, indicando a existéncia de espécies cripticsi® mgupo (Brum et al., 1998) ou de que
esta espécie poderia estar em um processo ineggeciacao.

Um padrao de NORs simples foi detectado@ymnogeophagus labiates
Geophagus brasiliensiseguindo o padréo geral da familia Cichlidae, red g AQNORs
estdo localizadas nos maiores pares cromossémicosrplemento, seja do grupo m-sm
ou st-a, correspondendo a um provavel caratergogsiico para este grupo de peixes
(Feldberg et al., 2003).

Peixoto e Erdtmann (1988) observaram o mesmo pNORj tipo m
observado neste estudo, &n labiatusda bacia do Jacui e Tramandai/RS, e diferentes
populacdes dé&s. brasiliensis(Vicari et al., 2006; Pires et al., no prelo, entutros)
também apresentaram as NORs simples no grupo Etteetanto, um mosaicismo de
NORs ja foi observado e@. brasiliensisprovenientes da lagoa Rodrigo de Freitas/RJ,
sendo esta a Unica descricdo de NORs multiplasgsdsaespécie (Brum et al., 1998). O
heteromorfismo de tamanho da NOR também foi visto autras populacdes de.
brasiliensis sendo confirmado por Vicari et al. (2006) e Peesal. (no prelo), através da
hibridacaoin situ (FISH), resultado da diferenca no numero de cépéaPNAr 18S entre

0s cromossomos homalogos .
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Em G. gymnogeny$oi observada uma variabilidade das NORs dentro da
mesma espécie. A populacdo do Gasdémetro apreseM@R simples, no par st-a 20, e as
populacdes do Saco da Alemoa/Barra do Ribeiro aptasam NORs multiplas nos pares
st-a 3 e 9, como resumido na tabela 1, indicandoegtas Ultimas apresentam caracteres
mais derivados que a populacdo do Gasdometro. Aafiumostra que o par 20 @&
gymnogenyslo Gasémetro com marcacao terminal da NOR, podwitgnado o par 3 das
populacdes do Saco da Alemoa/Barra do Ribeiro ggsyps marcacao intersticial, atraves
de uma inversdo pericéntrica, visto que ambos ossppossuem heteromorfismo de
tamanho das NORs.

Os dados obtidos com o fluorocromo cromomicing iddicam que as
NORs, em todas as espécies, sdo ricas em paressege GC, pois se mostraram CMA
positivas, sendo este o padrao mais encontradanmidid Cichlidae. Através do tratamento
com DAPI ndo foi observada nenhuma marcacdo flogerdgs, indicando que o0s
cromossomos destas espécies nao apresentam ragia®eem pares de bases AT. Dados
de CMA; e DAPI relatados na literatura existem apenas @arhrasiliensis(Loureiro,
1999; Vicari et al., 2006; Pires et al.,, no prelo)jos resultados sdo os mesmos aqui
obtidos.

O padrdo de heterocromatina foi semelhante em taasespécies
analisadas, sendo preferencialmente distribuid@giao pericentromérica da maioria dos
cromossomos, com blocos heterocromaticos corregmbesl as NORs, exceto e
labiatus que apresentou estas regifes banda C negativandmder uma caracteristica
propria da espécie, uma vez que a presenca deotrei@atina associada aos cistrons
ribossomais tém sido encontrada em varias espdesa familia, tais comBatanoperca

papaterra (Martins et al., 1995),Crenicichla niederleinii (Loureiro et al., 2000),



63

Cichlasoma facetunVicari et al., 2006)Geophagus brasiliensi@ires et al., no prelo),
entre outros.

Os dados aqui obtidos confirmam q@eophagus brasiliensigossui
caracteristicas citogenéticas bem conservadas lagéioeas demais populacdes estudadas
desta espécie, sendo que as diferencas enconlaskiam-se principalmente nas formulas
cariotipicas, podendo ser resultado de rearranjogiassomicos, tais como inversdes
pericéntricas, indicando um possivel processoahdg especiacao.

Entretanto, no génem@ymnogeophagus macroestrutura cariotipica, bem
como a localizacdo das NORs e distribuicdo da detematina, mostrou-se variavel nas
duas espécies aqui analisadas, bem com&egymnogenysde diferentes localidades

que pode indicar uma evolucéo cariotipica maisrgate neste género.
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Figura 1 — Caridtipos deGymnogeophagus gymnogenygs Saco da Alemoa/Barra do

Ribeiro (A) e Gasémetro (B), com os pares AQNORYVEA; (C e D, respectivamente).
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Figura 4 — Metafases somaticas com banda C p&a:gymnogenysio Saco da
Alemoa/Barra do Ribeiro (A), do Gasémetro (B8),labiatus(C) eGeophagus brasiliensis

(D). As setas indicam 0s cromossomos com as codstrisecundarias.

Figura 5 — Desenho esquematico mostrando a possivel oc@rée inversao pericéntrica
no par 20 d&. gymnogenydo Gasdmetro, com a NOR em posic¢ao terminal,rargio o
par 3 da populacdo do Saco da Alemoa/Barra do miRibeom a NOR em posicao
intersticial. Ambos pares cromossoémicos apreseritataromorfismo de tamanho nesta

regiao.
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CAPITULO 4

Primeira Descricdo Citogenética do Género

Australoheros(Cichlidae, Cichlasomatinae)

" Este artigo seré enviado para Neotropical Ichthyalgy.
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Resumo

Foram analisados citogeneticamente 12 exemplare&udealoherossp. coletados nas
bacias do lago Guaiba/RS e Tramandai/RS. Este @é&oerecentemente separado do
complexo Cichlasomé facetumatravés de caracteres morfolégicos e molecul@dss.
dados citogenéticos revelaram um numero diploided@lecromossomos, com férmula
cariotipica de 2m + 8sm + 38st-a e NF = 58, com comstricdo secundaria no brago curto
do par 8 (st-a), visivel apenas em algumas prepesads NORs foram evidenciadas em
apenas um par de cromossomos subtelo-acrocéntnaaggido terminal do brago curto,
sendo coincidente com a constricdo secundaria dxpela coloragdo convencional. A
heterocromatina mostrou-se distribuida na regiawg@romérica na grande maioria dos
cromossomos e nos sitios AgQNORs, sendo observadomaemcacéo intersticial no braco
longo de um cromossomo st-a. O tratamento com EM&idenciou marcacdes
fluorescentes, correspondentes as NORSs e na regi@acromatica intersticial; o DAPI se
mostrou negativo nestas mesmas regides, sendo doeabda marcacdo intersticial
mostrou-se mais palido, em algumas preparacdesossiimicas. Este estudo mostra a
primeira descri¢ao citogenética do génaustraloherose apresenta dados que corroboram

sua separagao déichlasoméafacetum

Palavras-Chaves: Australoheros ‘Cichlasoma’ facetum Cichlidae, bandamento

cromossOmico
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Introducao

A familia Cichlidae representa o maior e mais diifemado grupo de peixes
entre os Perciformes neotropicais, sendo assimid@asla um dos maiores grupos de
teledsteos, com cerca de 1300 espécies (Moyle & Qeaior, 2000). A maioria das
espécies que compdem esta familia tem ampla digt#it, ocorrendo na América Central
e na América do Sul, sendo encontrados represestagn quase todas as bacias
hidrogréficas sul-americanas (Nelson, 1994).

Na Bacia do Prata sdo encontradas varias espéeiadclideos, sendo
‘Cichlasoma facetum uma das mais freqlentes, distribuida em quasa #odacia
hidrogréafica formada pelos rios Parana, Paraguaiuguai (Rican & Kullander, 2006).

Rican & Kullander (2006) analisando popula¢des@ieHlasoma facetum
de diferentes areas, notaram que elas eram fremuente distintas entre si e que
‘Cichlasoma facetum representa taxonomicamente um complexo de espéEmes
autores, separaram uma parte deste grupo atrawasaitteres morfolégicos e moleculares
e descreveram um novo género, que passou a charstaaloheros.

Uma vez que nao existem estudos citogenéticos deste género, O
presente trabalho teve como objetivo caracterizageneticamentedustraloherossp.,

além de contribuir com mais dados cariotipicos pasabfamilia Cichlasomatinae.

Material e Métodos

Foram analisados 12 exemplares Alestraloherossp., coletados em trés

localidades diferentes, sendo que 5 (3 machosé&mgds) foram do rio Forqueta e 6 (3
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machos e 3 fémeas) do rio Forquetinha, ambos aflseto rio Taquari/RS, e 1 fémea do
rio Maquiné, que pertence a bacia do Tramandai/RS.

As preparacdes cromossdmicas foram obtidas de @oom a técnica de
preparacao direta, descrita por Bertdtaal. (1978). Os cromossomos foram classificados
em metacéntricos (m), submetacéntricos (sm) e Isdabteocéntricos (st-a), conforme
Levanet al. (1964), com modificacdes. Os cromossomos metdmetacéntricos foram
considerados com dois bragos e o0 grupo st-a corbrago para determinacdo do numero
fundamental (NF).

As regides organizadoras de nucléolos e o padraalistebuicdo da
heterocromatina foram evidenciados segundo ascecmropostas por Howell & Black
(1980) e Sumner (1972), respectivamente. Os tratBrmecom fluorocromos base
especificos cromomicina ;Ae DAPI foram realizados de acordo com as técndms

coloracao descritas por Schweizer (1980), com ruadibes.

Resultados e Discussao

Todos os exemplares deustraloherossp., das diferentes localidades,
apresentaram numero dipldide de 2n = 48 cromossarnas formula cariotipica de 2m +
8sm + 38st-a e numero fundamental (NF) igual a H8u¢a 1). Foi identificada em
algumas preparacdes, a presenca de constriciodéeieuna regido terminal do braco
curto do par cromossoémico 8 (Figura 1 - box). Nem&wdiferenca entre os caridtipos de
machos e fémeas foi evidenciada entre os exemplares

O numero dipléide de 48 cromossomos é bastanteon@do em Cichlidae,

sendo identificado na maioria das espécies damildiaCichlasomatinae, com excecéo de
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Bujurquina vittata Cichlasoma bimaculatumNannacara anomalacom 2n = 44
(Thompson, 1979)Cichlasomasp. (rio Paraguai/MT)}Jaru amphiacanthoidesom 2n =
46 (Thompson, 1979)Acaronia nassaCaquetaia kraussiC. spectabilis Cleithracara
maronii com 2n = 50 (Zahner, 1977; Thompson, 19@¢hlasoma salvincom 2n = 52
(Zahner, 1977; Thompson, 1979%gmphysodon aequifasciattem 2n = 60 (Thompson,
1979). A subfamilia Cichlasomatinae é a que aptaseraior variagdo do 2n dentro da
familia Cichlidae, podendo estar ocorrendo proceskofusédo e fissdo (Feldbezgal,
2003) e, no géner8ymphysodoii2n = 60), um possivel evento de poliploidizacamc
perda de cromossomos (Thompson, 1976 e Kornfiélg¥ dpudFeldberget al, 2003).

Neste trabalhoAustraloherossp. apresentou formula cariotipica de 2m +
8sm + 38st-a, semelhante a Gehlasoma facetunestudada por Feldberg & Bertollo
(1985a) e Vicaret al. (2006), quando agrupados 0os cromossomos em m£m {138st-
a), diferenciando-se apenas da estudada por Oytesraraet al. (1975) que apresentou
8m,sm + 40 st-a.

O tratamento com nitrato de prata revelou um siateen NORs simples,
com os sitios AQNORs localizados na posi¢éo terntiaebraco curto, correspondente ao
par 8, sendo coincidente com uma constricdo sedandé&ivel em algumas preparacdes
(Figura 2 A). Estes resultados obtidos parasthaloherossp. sdo semelhantes aos
encontrados par€ichlasoma facetunpor Feldberg & Bertollo (1985b) e Vicaet al.
(2006), que observaram marcacdes no braco curtondecromossomo do tipo st-a
entretanto, Feldberg & Bertollo (1985b), ndo iderdram qual era o par cromossdmico
portador da NOR.

Na subfamilia Cichlasomatinae, como nos Cichlidaegeral, com raras
excecdes, o padrdo de NORs simples é o mais eadontfazendo com que esta

caracteristica seja considerada plesiomérfica éamgde as NORs multiplas, relatada nesta
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subfamilia nos géneraSaquetaia Cichlasoma Mesonautae Symphysodgncomo pode
ser visto na revisao feita por Feldbetgl. (2003).

A coloracdo com o fluorocromo cromomicing revelou, emAustraloheros
sp., marcacgdes no braco curto de um cromossomastireidentes com os sitios da NOR,
e com o fluorocromo DAPI, especifico para AT, nana marcacédo fluorescente foi
observada, reforcando que as NORs séo ricas ers fgarbases GC (Figura 2 B e C,
respectivamente). Este mesmo padrdo encontradeparatamentos de CMA DAPI foi
evidenciado por outros autores, como Loureiro (139¥icari et al. (2006), em outras
espécies de cichlasomatideos.

O padrao de distribuicdo da heterocromatina foenkzlo, principalmente,
nas regides pericentroméricas de todos os cromaessod® complemento, sendo
observadas marcacdes heterocromaticas terminaisidentes aos sitios AQNOR (Figura
2D). A distribuicdo da heterocromatina éknstraloherossp. mostrou-se semelhante ao
padrdo geral encontrado em ciclideos e fachlasoma faceturpor Vicariet al. (2006),
onde blocos heterocromaticos estao praticamertr@#oesas regides pericentroméricas dos
cromossomos e associadas as NORs. Maetirad. (1995) e Loureiro (1999) analisando
Cichlasoma paranaensencontraram o mesmo padrao de distribuicdo dadwbmatina.

Em Australoherossp., além do padrdo heterocromético citado, tamioém
observada heterocromatina intersticial no bragogdomle um cromossomo subtelo-
acrocentrico (Figura 2D), marcacao nédo encontrad&iehlasoma facetupo que pode
indicar uma caracteristica deste género, podendouse marcador citotaxonémico,
diferenciando assimAustraloherossp. deC. facetum grupo do qual o género aqui
estudado foi separado, através de caracteres @gidos e moleculares, por Rican &

Kullander (2006).
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O presente estudo relata os primeiros dados ciétiges do género
Australoheros e o0s resultados obtidos indicam um padrdo geral sdafamilia
Cichlasomatinae e familia Cichlidae, reforcandodéia da evolugcdo cromossdmica

conservativa neste grupo de peixes.
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Figura 1 — Cariotipo deAustraloherossp. com identificacdo do cromossomo portador da

constricdo secundaria (box).
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Figura 2 — Metafases somaticas deaustraloherossp. submetidas aos tratamentos de
impregnacao por nitrato de prata (A), CMMB), DAPI (C) e Banda C (D). As setas
indicam os cromossomos da NOR e as cabecas de se@®mossomo com a

heterocromatina intersticial.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

1. Todas as espécies analisadas apresentaram uneronudipléide de 48
cromossomos, caracteristico da familia Cichlidagretganto foram encontradas

diferencas nas formulas cariotipicas;

2. As espécies do génefirenicichla da bacia do rio Paranapanema apresentaram
férmulas cariotipicas distintas, sendo que cadailpggo deCrenicichla britskii
analisadamostrou caracteristicas préprias, indicando umardigtade cariotipica

nesta especie;

3. As espécie€. lepidotae C. maculatado sistema Lagoa dos Patos apresentaram a
mesma férmula cariotipica, diferindo @e punctata.Em Crenicichla lepidotafoi

observada a presenca de cromossomos B, totalmetet®@tromaticos;

4. As espécies d&ymnogeophaguapresentaram variacdes intra e interespecificas

quanto a constituicao cariotipica;

5. Geophagus brasiliensisapresentou cariotipo semelhante a outras popudacoe
anteriormente analisadas; neste trabalho foi daspgla primeira vez a formula
cariotipica deAustraloherossp., mostrando caracteristicas comuns a subfamilia

Cichlasomatinae;
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Todas as espécies derenicichla apresentaram uma constricdo secundaria
intersticial no braco curto do maior par cromoss@mnido tipo metacéntrico,
considerado caracteristico do género, com exce@l€.dbritskii do ribeirdo

Taquari/PR;

Em todas as espécies foi observado um sistemQRs simples, exceto as
espéciesC. britskii do rio Paranapanema 6. gymnogenysdo Saco da
Alemoa/Barra do Ribeiro que apresentaram uma \&siag 2 a 4 cromossomos

nucleolares, indicando, portanto, a ocorréncia @&almultiplas;

As NORs foram coincidentes com as constricbeansirias, com excecao Qe
britskii do rio Paranapanema @. gymnogenysio Saco da Alemoa/Barra do
Ribeiro, que apresentaram apenas um dos pares & dd@espondente com a

constricdo secundaria;

Foi observado heteromorfismo de tamanho entreraeossomos homadlogos nas
espéciesC. britskii do rio Paranapanem&. maculata G. gymnogenys G.

brasiliensis

O fluorocromo CMA evidenciou regides GC ricas correspondentes adgpAlOR
em todas as espécies. Hn britskii do rio Paranapanema Australoherossp.
foram também evidenciadas marcagBes GNHersticiais em um outro par de

Cromossomaos;
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11. O fluorocromo DAPI ndo evidenciou marcacoe®ridgcentes em nenhuma das

espécies;

12. A heterocromatina mostrou-se distribuida nagides pericentroméricas e
coincidente as NORs, exceto &n labiatuse C. britskiido rio Paranapanema que
apresentaram os pares da NOR, o par 1 e o pan@alia negativo; nesta ultima
espécie e emAustraloheros sp. foram observadas marcacdes intersticiais

heterocromaticas em um outro par de cromossomos;

13. Os dados citogenéticos obtidos para as duadgudies deC. britskii sugerem que

esta espécie pode estar em um processo iniciapieiacao;

14. Os dados aqui apresentados mostram uma evotagdmipica conservada na
familia Cichlidae, revelando algumas caracteristipaoprias de cada género

analisado.
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