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RESUMO: O género Spatuloricaria (Loricariinae, Loricariidae) compreende 12 espécies com caracterizagdo
pouco precisa, com dados morfolégicos insipientes e nenhuma informagdo cariotipica disponivel. Neste trabalho
foi feita a primeira caracterizagdo citogenética de uma espécie de Spatuloricaria do rio Xingu, utilizando
técnicas de coloragdo convencional, bandeamento C, CMA,, DAPI, hibridiza¢do in situ fluorescente (FISH) com
sondas teloméricas e DNAr18S. Os resultados mostram que Spatuloricaria sp. apresenta 2n=66
(6st+7sm+4m+16a) e nUmero fundamental (NF) 92. A heterocromatina constitutiva (HC) estd presente nas
regides centroméricas e pericentroméricas dos cromossomos e no brago curto do par 15, coincidindo com as
marcagdes de DAPI. A FISH com sondas de DNAr 18S marcou o par cromossémico oito em sua porgdo terminal
correspondente & marcagdo de CMA3, sendo observado heteromorfismo de tamanho dessa regido. N&o foram
observadas sequéncias teloméricas intersticiais. Estes dados poderdo servir como marcadores citotaxonémicos
para a melhor compreensdo do grupo e suas relagdes dentro da familia Loricariidae, permitindo tracar
inferéncias sobre a evolu¢do cromossémica do género e suas relagdes com outros loricarideos.

Palavras-chave: Loricariinae, citotaxonomia, FISH, sondas DNAr, sequéncias teloméricas.

Cytogenetic characterization of a Spatuloricaria (Siluriformes, Loricariidae) species of the Xingu River (Para,
Amazon, Brazil)

ABSTRACT: Genus Spatuloricaria (Loricariinae, Loricariidae) comprises 12 species which are not very precisely
characterized, because morphological data are incipient and no karyotype information is available. In this
work, was made the first cytogenetic characterization of a Spatuloricaria species of the Xingu River.
Chromosomes were analyzed with conventional staining techniques, C banding, CMAS3, DAPI, fluorescent in situ
hybridization (FISH) with telomeric probes and rDNA18S. The results show that Spatuloricaria sp. has 2n=66
(6st/7sm/4m/16a) and a fundamental number (FN) of 92. The C-banding pattern revealed a distribution of
heterochromatin in the centromeric and pericentromeric regions of the chromosomes and on the short arm of pair
15, coinciding with the DAPI labeling. FISH with rDNA 18S probes painted the terminal portion of chromosome
pair eigth, corresponding to the CMAS3 labeling, and a heteromorphism between the genomic blocks of this
region was observed. The data obtained shall serve as cytotaxonomic markers for a better understanding of this
group and its relationships within family Loricariidae, allowing inferences about the chromosomal evolution of
the genus and its relations with other loricarids.

Keywords: Loricariinae, cytotaxonomy, FISH, rDNA and telomeric probes.

1. Introdugéio

A familia Loricariidae é monofilética (MONTOYA-
BURGOS et al, 1998; ARMBRUSTER, 2004),
contabilizando 785 espécies distribuidas em 100
géneros (ESCHMEYER, 201 2). A taxonomia da familia é
confusa (ISBRUCKER, 2001). Dados citogenéticos
poderiam auxiliar no esclarecimento das relagées
taxondmicas, mas poucas espécies foram estudadas e,
entre essas, hd uma grande variagéio no nimero
diploide, variando de 2n=34, em Ancistrus cuiabae
(MARIOTTO et al., 2009), até 2n=96, em Upsilodus sp.

(KAVALCO et al., 2004), o que dificulta a comparagdo
destes caridtipos.

Atualmente, sdo reconhecidas seis subfamilias de
Loricariidae: Delturiinae, Hypoptopomatinae,
Hypostominae, Lithogeneinae, Loricariinae e
Neoplecostominae (ARMBRUSTER, 2004; REIS et al.,
2006; CRAMER et al., 2011). A subfamilia Loricariinae
é constituida de 31 géneros com 210 espécies
reconhecidas (ISBRUCKER, 2001), com cinco dos seus
géneros apresentando informagdes citogenéticas
(Quadro 1).
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Quadro 1. Revisdo da literatura dos géneros da subfamilia Loricariinae com dados citogenéticos (2n).

Género

Espécie

Localidade

2n

Referéncia

Harttia

Harttia kronei

Harttia loricariformis

Harttia loricariformis

Rio Betari (SP)
Cérrego Grande (SP)

Rio Paraitinga (SP)

58

52

56

ALVES, 2000
ALVES, 2000

KAVALCO,
2005

Loricaria

Loricaria sp.

Loricaria sp.

Loricaria sp.
Loricaria macrodon
Loricaria parva

Loricaria prolixa

Rio Solimdes (AM)

Rio Parand (PR)

Rio Guaiba (RS)

Rio Parand (PR)

62

64

66

58

48

62

DELLA-ROSA et
al, 1980
SCAVONI E
JULIO Jr,, 1994

ALVES, 2000

MICHELLE et al.,
1977
GYLDENHOLM E
SCHEEL, 1971
SCAVONE E
JULIO Jr,, 1994

Loricariichthys

Loricariichthys sp.

Loricariichthys platymetopom

Rio Parand (ARG)

Rio Parand (RS)

54

54

FENOCCHIO,
1993
SCAVONE,
1993,
SCAVONE E
JULIO Jr.R,
1995

Rineloricaria

Rineloricaria sp.

Rineloricaria kronei

Rineloricaria latirostris

Rineloricaria latirostris

Rineloricaria latirostris

Rineloricaria latirostris

Rineloricaria latirostris

Rineloricaria latirostris

Rineloricaria cadece

Rio Betari (SP)

Cérrego Cavalo (RS)
e Rio Itapogu (SC)

Rio Passa Cinco (SP)

Rio Passa Cinco (SP)

Rio Mogi Guagu (SP)

Cérrego Trés Bocas

(SP)

Rio Passa Cinco (SP)

Codrrego Keller (PR)

Rio Guaiba (RS)

70

64

44

46

36/37/38/39/40

43/44/46/47 /48

44/45 /46 /47

56

66

ALVES, 2000;
ALVES et al.,
2003
ALVES, 2000;
ALVES et al.,
2003
GIULIANO-
CAETANG,
1998
GIULIANO-
CAETANG,
1998
GIULIANO-
CAETANG,
1998
GIULIANO-
CAETANG,
1998
GIULIANO-
CAETANG,
1998
GIULIANO-
CAETANO,
1998 E 1999
ALVES et al,,
2003

Sturisoma

Sturisoma cf. nigrirostrum

Rio Aragudia (MT)

74

ARTONIE
BERTOLLO,
2001
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Apds extensiva revisdo da familia Loricariidae,
Kavalco et al. (2005), apoiam a proposta de Artoni e
Bertolo (2001), que sugerem 2n=54 como um cardter
plesiomérfico nos loricarideos e que rearranjos
cromossdmicos dos tipos fusdo, fissGo e inversdo
pericéntrica atuaram na diferenciacdo cariotipica
dessa familia.

A subfamilia Loricariinae, considerada a segunda
mais numerosa dentre os Loricariidae, apresenta uma
grande diversidade cariotipica, tanto em relag¢do ao
valor diploide, quanto no cariétipo, com uma variagdo
de nimero diploide de 36 a 74 (Quadro 1). O género
Rineloricaria é o mais diversificado da subfamilia, com
60 espécies reconhecidas e somente nove com
informagdes citogenéticas disponiveis (RODRIGUEZ;
REIS, 2008; GHAZZI, 2008).

O género Spatuloricaria (Loricariinae) é encontrado

em drenagens do Pacifico, do Atléntico, dos Andes e nas
bacias dos rios Amazonas, Alto Paraguai e Sdo
Francisco (COVAIN, 2007), compreendendo 12
espécies (Quadro 2). Nenhuma informagédo citogenética
estd disponivel para suas espécies. A posicdo
filogenética do género é incerta. Na filogenia proposta
por Isbrucker e Nijssen (1978) Spatuloricaria é
posicionado na tribo Loricariini e subtribo
Rineloricariinae (ISBRUCKER, 1979). Por outro lado, PY-
DANIEL (1997) propde que Spatuloricaria ndo estd
inserido  em nenhuma subtribo. FICHBERG (2008)
propde uma filogenia baseada em caracteres
morfolégicos identificando dois grupos dentro da tribo
Loricariini, nos quais Spatuloricaria estd na base dos
dois grupos. Conflitos taxonémicos entre os géneros da
subfamilia permanecem e os dados morfoldgicos néo
s@o suficientes para resolvé-los.

Quadro 2. Relacdo das espécies do género Spatuloricaria e seus locais de distribuicdo.

Espécies

Localidades

Spatuloricaria nudiventris (Valenciennes, 1840)
. evansii (Boulenger, 1892)

. gymnogaster (Eigenmann e Vance, 1912)

. fimbriata (Eigenmann e Vance, 1912)

. puganensis (Pearson, 1937)

. arvispina (Dahl, 1942)

. caquetae (Fowler, 1943)

. lagoichthys (Schultz, 1944)

. atratoensis (Schultz, 1944)

S
S
S
S
S
S
S
S
S. phelpsi (Schultz, 1944)
S

. euacanthagenys (Isbrucker, 1979)

Brasil
Argentina, Bolivia e Brasil
Colémbia
Colédmbia e Panama
Peru
Colémbia
Colémbia
Venezuela
Colémbia
Venezuela

Coldmbia

Neste trabalho nés caracterizamos cariotipicamente
uma espécie de Spatuloricaria proveniente do rio Xingu,
fornecendo novas informagdes citogenéticas dentro de
Loricariinae, com objetivo de auxiliar na compreensdo
dos processos evolutivos envolvidos na diversificagéo do

grupo.

2. Material e Métodos

Foram analisados seis machos e uma fémea de
Spatuloricaria sp. provenientes do rio Xingu
(52°11'10"W, 31°9'30"), na regido de Altamira, Pard
(Figura 1). Os cromossomos metafdsicos foram obtidos
de células do rim cefdlico apés serem submetidas a
colchicina, através dos procedimentos descritos por
BERTOLLO et al. (1978). A preparagdo cromossémica
foi analisada por coloragdo convencional (Giemsa). As

regides ricas em heterocromatina no caridtipo da
espécie estudada foram reveladas através de
bandeamento C apéds tratamento por Bdrio 2%,
seguindo SUMNER, (1972). A marcag¢do das regides
ricas em G-C foram reveladas por Cromomicina A,
descrita por Schweize (1980). As regides ricas em A-T
foram reveladas através da coloragéo por DAPI (4'-6-
diamidino-2-phenilindole), descrita por PIECZARKA et
al. (2006).

Para a hibridizacéo in situ fluorescente (FISH) com
sondas de DNA ribossomal 18S (rDNA18S), foram
obtidas sequencias génicas dessa regido por
amplificacdo por meio de rea¢do em cadeia da
polimerase (PCR) dessas sequéncias génicas do genoma
de Prochilodus argenteus (HATANAKA; GALETTI, 2004).
As sondas de rDNA 18S foram marcadas com
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digoxigenina-d-UTP por nick translation (Roche) e
detectadas com anti-digoxigenina-FITC. A sonda de
rDNA 18S foi desnaturada em solugdo de formamida
70% diluida em 2xSSC & 60°C por 2 minutos, as
ldminas foram incubadas a 37°C por 72 horas em
cdmaras escuras Umidas; em seguida as laminas foram
submetidas a lavagem de estringéncia em solugdo

formamida 50% diluida em 2xSSC & uma temperatura
de 40°C por 5 minutos. Para FISH com sondas
teloméricas, foram utilizadas sondas comerciais da
Oncor de sequéncias teloméricas humanas e a FISH foi
realizada de acordo com protocolo sugerido pela
empresa. Os cromossomos foram organizados de
acordo com Guerra (1986).

-

Legenda
: 54 @ Pontos de colea
B Municipios

Principais Rios |

s2:30wW

51°30W

Figura 1. Mapa de coleta dos espécimes Spatuloricaria sp.

3. Resultados

Os espécimes de Spatuloricaria sp. apresentaram
2n=66 e NF=92 com férmula cariotipica
(6st+7sm+4m+16a) e auséncia de cromossomos sexuais
diferenciados (Figura 2).

st a' 'h iR 8 a0 wa
1 2 3 4 5 6
X DR KK w8 pa ok
7 8 9 10 1 12
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30 31 32 33

Figura 2. Caridtipo de Spatuloricaria sp. Em coloragdo
convencional com Giemsa, com 2n=66 (NF=92) e férmula
cariotipica 6st+7sm+4m+16a.

Bandas heterocromdticas (BC) (Figura 3) e marcagdes
positivas por DAPI (Figura 4) coincidiram, sendo
evidenciadas nas regides centroméricas e pericentroméricas
de todos os cromossomos, apresentando-se mais conspicuas
nos bragos curtos do par cromossémico 15 (Figuras 2 e 3).

.
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Figura 2. Figura 3: Bandeamento C do caridtipo de Spatuloricaria
sp.
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As sequéncias de DNAr 18S estéo localizadas nos
bragos curtos do par 8 (nas regras da revista tenho que
escrever por extenso até 9) (RON simples), que possuem
um heteromorfismo de tamanho desta regido e que
coincidem com marcagdes positivas de CMA, (Figua 5A,
B). A figura 5D mostra um quadro comparativo com

Figura 4. Caridtipo de Spatuloricaria sp. por coloragéio com o
fluorocromo DAPI.

4.Discusséio

Dentre as 12 espécies de Spatuloricaria
reconhecidas na literatura nenhuma apresenta dados
citogenéticos. Este é o primeiro estudo deste tipo em
uma espécie deste género, Spatuloricaria sp., que
apresenta 2n=66 e NF=92. As andlises citogenéticas
demostraram uma grande diversidade cariotipica na
familia Loricariidae, com variagéio no nimero dipléide
de 34 a 94 (KAVALCO et al., 2004; MARIOTTO et al.,
2009). Na subfamilia Loricariinoe a variagdo do
nimero diploide aponta uma diversidade bastante
acentfuada de 36 a 74 (Quadro 1); esses dados
reforcam a ideia de que rearranjos cromossdmicos
sucessivos, provavelmente do tipo fissdo céntricq,
poderiam estar envolvidos no processo evolutivo de
Spatuloricaria sp., considerando que as espécies da
familia Loricariidae com 2n acima de 54 representam
formas cariotipicas mais derivadas (ARTONI; BERTOLO,
2001; KAVALCO et al., 2005).

A diversidade encontrada nos Loricariidae mostra
evolugdo por meio de rearranjos Robertsonianos e
inversdes pericéntricas. O alto nimero diploide
observado em algumas espécies de Loricariinae vem
acompanhado por um grande nimero de cromossomos
acrocéntricos, sugerindo a ocorréncia de fissGes
céntricas (ALVES et al., 2003). No entanto é importante
a realiza¢do de mais estudos morfolégicos, cariotipicos
e moleculares para se entender o curso evolutivo de

marcacdes (BC, CMA, e DNAr 18S) na
portadora da RON, localizada no par seis.

A FISH com sondas teloméricas (TTAGGG) hibridizou
nas regides terminais de todos os cromossomos, ndo
sendo observada a presenca de marcagdes teloméricas
intersticiais (ITS) (Figura 5C).

regido

Figura 5. (A) marcagéo com CMA3; (B) FISH com sondas de DNAr
18S; (C) FISH com sondas teloméricas; (D) quadro comparativo do
oitavo par cromossdmico portador das RONs: (a) BC, (b) CMA e (c)
DNAr 18S com o heteromorfismo de tamanho.

Spatuloricaria. Provavelmente, outros rearranjos
cromossdmicos, como fusdes, inversdes, delecdes e
duplicagdes contribuiram para a diferenciagdo
cromossdmica da subfamilia.

Observamos que em Spatuloricaria sp., a DAPI
marcou positivamente as regides de heterocromatina
constitutiva demonstrando que essas regides sdo ricas
em pares de bases adenina-timina (A-T). Dos géneros
da subfamilia Loricariinae, Hartia é considerado
filogeneticamente o grupo mais basal (ISBRUCKER,
1979; COVAIN et al., 2008) e apresenta um grande
acumulo de heterocromatina constitutiva (RODRIGUES,
2010). Spatuloricaria também é considerado um grupo
basal na tribo Loricariini (FICHBERG, 2008) e apresenta
uma pequena quantidade de HC nas regides
pericentromérica e centromérica dos cromossomos,
provavelmente, eventos independentes de modifica¢des
da heterocromatina podem ter ocorrido durante a
evolugdo cromossdmica da subfamilia.

As marcagbes de CMA3 coincidentes com as
marcagdes de RONs confirmam a afinidade de ligagdo
pelas bases G-C em Spatuloricaria sp., informagdo essq,
relatada para diversas espécies de peixes (SOLA et al.,
1992; NOLETO et al., 2007) incluindo os Siluriformes (
ARTONI et al., 1999; MAISTRO et al., 2002; GARCIA,
2003; SOUZA et al, 2004). Segundo Pendds et al.
(1993), a coincidéncia de marcagdes com fluorocromo
G-C especificos e as regides de Ag-RONs, ocorre
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provavelmente devido ao alto conteddo de bases G-C
nas regides espacadoras dos genes ribossomais e as
sequéncias de DNA repetitivo adjacentes, permitindo a
identificacgdo de RONs independentemente da sua
atividade durante o ciclo celular. As marcagdes
coincidentes mostram um heteromorfismo de tamanho
que pode ter sido gerado por crossing over desigual,
por meio de duplicagdes e /ou delegdes génicas de
sequéncias repetitivas localizadas nestas regides. Esse
heteromorfismo é bastante comum em peixes
neotropicais segundo ALMEIDA-TOLEDO et al. (2000), e
também verificado em grupos da familia Loricariidae
como: Hypoptopomatinae (ALVES, 2000),
Hypostominae (ARTONI; BERTOLLO, 1996) e
Loricariinae (GIULIANO-CAETANQO, 1998).

Artoni (1996) propds que o fendtipo ancestral para
as RONs nos Loricariidae seria a localizagdo terminal no
braco longo de um par de cromossomos metacéntrico.
No entanto, existem loricarideos que apresentam RONs
moltiplas, como em Hypostominae (ARTONI; BERTOLO,
2001) e RONs simples aqui descrita para
Spatuloricaria. Milhomem et al. (2013) ao analisarem
homeologias de marca¢cdes RONs s em diferentes
espécies de Gymnotus sugerem que, nem sempre d
RONs simples tem cardter primitivo e RONs multipla
carater derivado, estudos mais precisos com
citogenética molecular sdo importantes para se
determinar a NOR como um marcador cromossémico
evolutivo. Nagamachi et al. (2010) usando pintura
cromossémica constataram que duas populagdes de
Gymnotus carapo se diferenciam por um nimero maior
de rearranjos cromossémicos do que se supunha em um
estudo prévio usando apenas dados de citogenética
cldssica (MILHOMEM et al,, 2008). Neste trabalho,
sugerimos que em Spatuloricaria sp. ndo se deve definir
a marcag¢do de RONs simples, como uma caracteristica
basal. A falta de estudos no grupo dificulta o
levantamento de hipdteses sobre a posicdo e evolugdo
das regides ribossomais.

As espécies de Spatuloricaria sdo dificeis de serem
identificadas morfologicamente e podem ser facilmente
confundidas. Nossa pesquisa vem contribuir com as
primeiras informagdes cariotipicas que iréio auxiliar na
elucidag¢do de problemas taxondmicos e filogenéticos
da subfamilia.

5. Conclusdo

As caracteristicas  citogenéticas descritas  para
Spatuloricaria sp. (2n=66 e NF=92) representam as
primeiras informag¢ées para o género, incluindo
resultados de BC, DAPI, FISH com sondas de DNAr 18S e
teloméricas. Os dados observados poderdo servir como
marcadores citotaxonémicos para a melhor
compreensdo da diversidade do grupo e suas relagdes
dentro da familia Loricariidae, permitindo tragar
inferéncias sobre a evolugdo cromossémica do género e
suas relagdes com outros loricarideos.
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