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Comparacdes citogenéticas e morfométricas em espécies de Corydoras (Pisces,

Siluriformes, Callichtyidae) da bacia do rio Iguagu

RESUMO

Siluriformes é uma das ordens mais representativas e com maior diversidade de espécies da
regido Neotropical, sendo Corydoras o género com o maior nimero de espécies. Esse grupo
apresenta padrdes de coloracdo e morfologia externa muito semelhantes entre as espécies.
Nesse contexto, o presente estudo utilizou a citogenética e a morfometria para caracterizar e
diferenciar as espécies Corydoras carlae e Corydoras sp. B da bacia do rio Iguacu. O nimero
dipldide encontrado foi de 46 cromossomos, com férmula cariotipica de 22m+22sm+2st e NF
igual a 92 para ambas as espécies. A impregnacdo com o nitrato de prata revelou dois
cromossomos portadores de RONSs e a hibridizacdo in situ fluorescente com sonda ribossomal
18S confirmou este resultado, caracterizando sistema de RONSs simples para as espécies.
Além disso, o DNAr 5S foi co-localizado com o DNAr 18S para Corydoras carlae e
Corydoras sp. B. No entanto, Corydoras sp. B tem uma marcacdo extra de DNAr 5S,
localizada em posicdo intersticial no brago curto de um cromossomo submetacéntrico. A
heterocromatina constitutiva foi evidenciada em regiGes centroméricas e pericentoméricas
para ambas espécies, porém com diferencas nos cromossomos portadores. Os caracteres
morfométricos avaliados demonstraram diferencas morfologicas entre as duas espécies,
proporcionada pelos indices: altura do corpo/comprimento padrdo; distancia
interorbital/comprimento da cabeca; diametro horizontal da orbita/comprimento da cabeca. Os
resultados demonstram que, apesar das espécies apresentarem o mesmo numero dipléide,
mesma foérmula cariotipica e sistema de RONs simples, C. carlae e Corydoras sp. B sdo
diferentes quanto a localizacdo da heterocromatina constitutiva e 0 numero de cromossomos
portadores de DNAr 5S, além de apresentarem diferencas morfoldgicas que separam as duas
espécies.

Palavras-chave: DNAr 18S, DNAr 5S, Co-localizagéo, Evolugéo cariotipica, Especiagao.



Cytogenetic and morphometric comparisons Corydoras species (Pisces,

Siluriformes, Callichtyidae) of the Iguassu River basin

ABSTRACT

Siluriforms is one of the most significant orders and greater diversity of species in the
Neotropics, being Corydoras genus with the highest number of species. This group has color
patterns and external morphology very similar among species. In this context, the present
study used the cytogenetics and morphometry to characterize and differentiate Corydoras
carlae and Corydoras sp. B of the Iguassu River basin. The diploid number found was 46
chromosomes, with karyotype formula of 22m + 22sm + 2st, and NF equal to 92. The
impregnation with silver nitrate showed two bearing-NORs chromosomes and fluorescent
hybridization with 18S ribosomal probe confirmed this result, charactering simple NORs
system for species. Furthermore, the 5S rDNA was co-located with the 18S rDNA for
Corydoras carlae and Corydoras sp. B. However, Corydoras sp. B have an extra marking 5S
rDNA, located in interstitial position on the short arm of one submetacentric chromosome.
The heterochromatin constitutive was found in centromeric and pericentomeric regions for
both species, but with differences in the bearing chromosomes. The morphometric traits
showed morphological differences between the two species, provided by indices: body height
/ standard length; interorbital distance / length of the head; horizontal diameter of orbit /
length of the head. The results demonstrate that although both species have the same diploid
number,e same karyotype formula and simple NORs system, C. carlae e Corydoras sp. B are
different how much the location of the heterochromatin constitutive and in the 5S rDNA
number bearing chromosomes, and present morphological differences which distinguish the
two species.

Keywords: rDNA 18S, rDNA 5S, Co-localization, Karyotype evolution, Speciation.
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1 INTRODUCAO

A regido Neotropical abriga 0s grupos mais representativos de peixes de dgua doce
do mundo, podendo chegar a aproximadamente 8.000 das 28.000 espécies descritas (Nelson,
2006). Muitas espécies de peixes, alem de desconhecidas pela ciéncia, sdo endémicas e/ou
estdo em perigo de extin¢do (IUCN, 2016). O rio Iguagu, tributario da margem esquerda do
rio Parand, é um bom exemplo disso. Esse rio é considerado uma ecoregido de agua doce
(Abell et al., 2008). A bacia do rio Iguagu é caracterizada por apresentar elevado grau de
endemismo em sua ictiofauna, o qual foi estimado em 75%, auséncia de inumeras familias de
peixes e 0 menor numero de espécies quando comparado com outros rios da bacia do rio
Parand (Zawadzki, et al., 1999; Julio Jr. et al., 1997; Shibata et al., 2002; Gubiani et al, 2006;
2010; Delariva e Silva, 2013). Apesar disso, 106 espécies de peixes sdo registradas para a
bacia, sendo 46 Siluriformes, 35 Characiformes e 11 Perciformes (Baumgartner et al., 2012).

Siluriformes é uma das ordens mais diversificadas da regido Neotropical,
compreendendo 36 familias, das quais Callichthyidae apresenta 205 espécies validas
(Eschmeyer e Fong, 2016), agrupadas em nove géneros (Froese e Pauly, 2016). Dentre esses,
Corydoras € o que abriga o maior nimero de espécies, com cerca de 214 conhecidas,
distribuidas pelos principais rios da América do Sul (Eschmeyer e Fong, 2016). Os primeiros
estudos com Corydoras resultaram na formacdo de pequenos grupos de espécies
caracterizados, basicamente, pelo padrdo de coloracdo e morfologia. Contudo, como o
ambiente tem influéncia muitas vezes no padrdo de pigmentacdo, muitos autores consideram
gue a morfologia externa, principalmente a coloracdo, pode resultar em erros de classificagéo,
como acontece em outros grupos de peixes (Nijssen e Isbrucker, 1980; Silva et al., 2010;
Franaetal., 2011).

A fim de diminuir os problemas taxonémicos advindos do uso de padrbes de
coloracdo na identificacdo de espécies de Corydoras, a citogenética tem sido utilizada como
uma ferramenta auxiliar. Entretanto, a maioria dos estudos em Corydoras € restrito a analise
convencional e demonstra a existéncia de diferentes numeros diploides, que podem variar de
2n=40 cromossomos em C. nattereri a 2n=134 cromossomos em C. aeneus (Oliveira et al.,
1990, 1992, 1993). Estes dados sugerem um processo de poliploidia intensa na diversificacdo
e histdria evolutiva de Corydoras (Oliveira et al., 1988; Turner et al., 1992; Oliveira et al.,
1993). O padréo de distribuicdo da heterocromatina, bem como a localizacéo e a quantidade
de cromossomos portadores das AGRONSs sdo caracteristicas citogenéticas bastante variaveis

no género. Contudo, pouco se conhece em relacdo a localizagéo dos diferentes tipos de DNAr,
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tornando estudos como estes imprescindiveis para melhor compreender as relagdes entre
espécies de Corydoras (Pazza et al., 2005; Artoni et al., 2006; Almeida et al., 2013).

Dentre as espécies pertencentes ao género, C. carlae apresenta distribuicéo
geografica restrita a bacia do rio lguacu (Britto, 2007), e é caracterizada por apresentar o
corpo amarelado com manchas castanho-escuro irregulares, distribuidas por todo o corpo,
mancha escura evidente na origem da nadadeira dorsal e adiposa, nadadeiras com pequenas
pintas castanhas, o corpo curto, coberta por duas séries de placas laterais e nadadeira caudal
bifurcada (Baumgartner et al., 2012). Por outro lado, Corydoras sp. B, espécie conhecida do
riacho Pogo Preto, bacia do Baixo rio Iguagu a jusante das cataratas do rio Iguagu, é
caracterizada por apresentar corpo amarelado, membrana da nadadeira dorsal enegrecida,
manchas pretas grandes na linha mediana do flanco, nadadeira peitoral com pequenas pintas
pretas e nadadeira anal com mancha preta difusa (Tencatt, 2013). Por terem caracteristicas
morfolégicas muito semelhantes, apresentam problemas taxonémicos para identificacéo.
Assim, a utilizacdo da citogenética pode contribuir para correta identificacdo dessas espécies,
além de colaborar no entendimento do processo evolutivo desse grupo de peixes.

A morfometria também pode auxiliar a elucidar as relacfes sisteméticas dentro do
grupo, que propicia a interpretacdo e comparacdo precisa dos padrdes de variacdo de
caracteres quantitativos (Blackith e Reyment, 1971; Cavalcanti e Lopes, 1990). Essa técnica
tem sido empregada para evidenciar as diferengas da forma do corpo em relagdo ao tamanho
dos peixes, 0o que permite que as relacBes entre individuos possam ser detectadas e
interpretadas (Bemvennuti, 2002; Shibatta e Hoffman, 2005; Almeida et al., 2012). Nesse
contexto, as populacGes de peixes isoladas nos riachos de cabeceiras por alguma barreira
geogréfica podem apresentar divergéncias morfoldgicas como resultado da mudanca na
frequéncia génica, levando a especiacdo por meio da incompatibilidade reprodutiva (Castro,
1999).

Dessa forma, com a problemética em estudos filogenéticos que envolvem espécies
semelhantes em relacdo a coloragdo e morfologia externa em Corydoras, o presente estudo
fez a comparacdo dos dados citogenéticos e morfométricos entre Corydoras carlae e
Corydoras sp. B, a fim de auxiliar na identificagéo e no entendimento do processo evolutivo
no género. Além disso, séo relatados os primeiros dados citogenéticos basicos e moleculares

para ambas as espécies.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Coleta dos Espécimes

Para a realizacdo das analises foram coletados 17 exemplares de C. carlae (Fig. 1A)
no rio Florido (Fig. 2A, B, C; 26°00'32.60"S; 53°25'50.7"0), sub-tributario do rio lguacu,
tributério do rio Capanema, o qual desdgua no rio Iguacu, acima das cataratas do Iguacu, e 24
exemplares de Corydoras sp. B (Fig. 1B) em dois pontos do riacho Pogo Preto, tributério do
rio lguacu (Fig. 2A, D, E; 25° 36'45,5"S; 54° 25'50,7"0 e 25°37'19,7"S;54°26'53,1"0) que
desagua abaixo das Cataratas do Iguacu.

Para a coleta dos espécimes foi utilizado pesca elétrica, um método eficiente para
amostrar pequenas espécies (Severi et al., 1995). Apds coletados, os exemplares foram
transportados vivos com oxigenacao adequada até o laboratério de Citogenética de Peixes da
Universidade Estadual do Oeste do Parana (UNIOESTE), Campus Cascavel, onde foram
mantidos em aquarios com aeracdo até a realizacdo das técnicas citogenéticas. Antes da
evisceracdo, os espécimes foram anestesiados com overdose de 6leo de cravo (Griffiths,
2000).

Figura 1: Espéecime de Corydoras carlae, rio Florido, bacia do rio Iguagu (A), Corydoras sp.
B, riacho Poco Preto, bacia do rio Iguacu (B)
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Figura 2: Localizacdo dos pontos de coleta de Corydoras carlae e Corydoras sp. B: A -
riacho Pocgo Preto, bacia do rio Iguagu (Losango branco), Rio Florido, bacia do rio Iguagu
(Triangulo vermelho). B e C - pontos de coleta no rio Florido. D e E - pontos de coleta no
riacho Pogo Preto.
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2.2 Analises Citogenéticas

As anélises citogenéticas foram realizadas em 10 individuos de Corydoras carlae
(quatro fémeas e seis machos) e 15 individuos de Corydoras sp. B (oito fémeas e sete
machos). Para a obtencdo dos cromossomos metafasicos, a partir de células extraidas do rim,
foi seguido a metodologia descrita por Bertollo et al. (1978). As regiGes organizadoras de
nucléolos (RONs) foram evidenciadas por meio da técnica de coloracdo por nitrato de prata
descrita por Howell e Black (1980), e para determinar o padrdo de distribuicdo das
heterocromatinas foi seguida a técnica de Sumner (1972) modificado por Lui et al. (2012). A
hibridizacéo in situ com sondas fluorescentes (FISH) foi realizada seguindo a técnica descrita
por Pinkel et al. (1986) com modificagdes propostas por Margarido e Moreira-Filho (2008).
As sondas foram marcadas através de kit nick translation, com digoxigenina-11-dUTP (DNAr
5S) e biotina-16-dUTP (DNAr 18S) (Roche®). A deteccdo dos sinais foi realizada com
antidigoxigenina-rodamina (Roche®) para sonda de DNAr 5S e avidina-FITC amplificado
com anti-avidina biotinilada (Sigma) para sonda de DNAr 18S, sendo 0S Cromossomos
posteriormente contra-corados com DAPI (50 ug/mL).

As laminas foram analisadas em microscéopio Optico e as contagens cromossémicas e
observacBes mais detalhadas das metéafases foram feitas com objetiva de 100x, sendo as
melhores metafases capturadas com camera digital DP 71 acoplada ao microscopio de
epifluorescéncia BX 61, utilizando o software DP Controller, versdo 3.2.1.276. Apés a
captura das imagens, os cromossomos homologos foram pareados e classificados segundo
Levan et al. (1964)

O calculo do namero fundamental de bracos (NF) foi realizado considerado os
cromossomos do tipo metacéntricos, submetacéntricos e subtelocéntricos com dois bracos e

acrocéntricos com um braco.

2.3 Analises Morfometricas

As medidas dos caracteres morfométricos foram realizadas utilizando um paquimetro
universal, sendo 17 individuos de C. carlae e 24 Corydoras ep. B, e para cada exemplar foram
tomadas medidas conforme proposto por Reis (1997), sendo elas: comprimento padéo (CP),
comprimento do torax (CT), comprimento do abdome (CA), Altura do corpo na origem da
nadadeira dorsal (AC),distancia pré-dorsal (D. PRE-DORSAL), distancia pré-pélvica (D.
PRE-PELVICA),distancia pré-anal (D. PRE-ANAL), distancia pré-adiposa (D. PRE-
ADPOSA), comprimento do espinho da nadadeira dorsal (CEND), comprimento do espinho



18

da nadadeira peitoral (CENP), altura do peddnculo caudal (APC), comprimento do espinho da
nadadeira adiposa (CENA), distancia entre o final da base da nadadeira dorsal e a origem do
espinho da nadadeira adiposa (DBNDOENA), comprimento da base da nadadeira dorsal
(CBND), comprimento da base da nadadeira anal (CBNA), largura maxima do cleitro (LMC),
comprimento da cabeca (CC), comprimento do barbilhdo maxilar (CBM), altura da cabeca (A.
CABECA), distancia interorbital (DI), didmetro horizontal da orbita (DHO), comprimento do
focinho (CF), distancia internareal (D. INTERNAREAL. Para contornar o efeito do tamanho
dos espécimes medidos, foram calculadas proporc¢des utilizando a medida de cada variavel
(mm) em relagdo ao comprimento padrdo (para medidas referente ao corpo) e em relagdo ao
comprimento da cabeca (medidas referentes a cabeca).

Para avaliar se houve distincdo morfométrica entre as duas espécies estudadas, a
matriz de variaveis morfométricas foi sumarizada através de uma analise de Componentes
Principais (ACP) utilizando o programa PC-ORD 5.0 (McCune e Mefford, 2007). Os eixos
retidos para interpretacdo foram selecionados de acordo com o modelo de Broken-Stick
(Jackson, 1993). Para testar a hipotese nula que ambas as espécies ndo apresentaram distincao
morfologica foi utilizada uma Analise de Variancia Permutacional ndo Paramétrica
(PERMANOVA). O nivel de significancia adotado foi de 0=0,05.
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3 RESULTADOS
3.1 Andlises Citogenéticas

O numero diploide, a formula cariotipica e 0 NF foram iguais para Corydoras carlae
e Corydoras sp. B, com 2n= 46 cromossomos, distribuidos em 22 cromossomos
metacéntricos, 22 submetacéntricos e 2 subtelocéntricos para ambos os sexos e NF igual a 92
(Fig. 3A e Fig. 3D).

A impregnacdo com nitrato de prata na regido organizadora do nucléolo demonstrou
marcacgdes em posicdo terminal no braco longo do par seis nas duas espécies (Box Fig. 3A e
Box Fig. 3D). O FISH com DNAr 18S foi coincidente com a marcagdo do nitrato de prata em
C. carlae e Corydoras sp. B, caracterizando sistema de NOR simples (Fig. 3C e Fig. 3F).
Além disso, sinais in situ para 0 DNAr 5S co-localizado com o DNAr maior (18S) foram
observados para C. carlae e Corydoras sp. B (Fig. 3C e Fig. 3F). No entanto, Corydoras sp. B
apresentou uma marcacgéo extra de DNAr 5S, localizada em posicgéo intersticial no brago curto
de um dos cromossomos do par 15 (Fig. 3F).

Heterocromatinas foram observadas na maioria dos cromossomos do complemento,
em regido centromérica nos pares de cromossomos 4, 8, 9, 10, 14, 15, 20, 21 e 22, em regiao
pericentromérica no braco curto dos pares de cromossomos 2, 12, 13, 19 e 23, e em regido
pericentromérica no braco longo nos pares de cromossomos 5, 7 e 16, além de associadas as
RONs em Corydoras carlae (Fig. 3B). Para Corydoras sp. B, as heterocromatinas foram
evidenciadas em grande parte do complemento cromossémico, em regido centromérica nos
pares de cromossomos 1, 2, 4, 5, 8, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 21, 22 e 23, em regido
pericentromérica no braco curto do par de cromossomos 3 e em regido pericentromérica no
braco longo dos pares de cromossomos 7, 9, 18, e 19, além de associadas as RONs (Fig. 3E).
O ideograma sumariza 0s marcadores cromossdmicos das duas espécies de Corydoras

analisadas aqui (Fig. 4).



20

T 1 B 81)( X 30wy ax vy °

m| 1 2 3 4 5 6 m
K AR A3 xA x2
7 8 9 10 11 6 7 8 9 10 11 "
% . ] .Y o
{ i Y M M I xx ax
sm| 12 13 14 15 16 17 sm| 12 13 14 15 16 17
' & X B8 K% B35 B8 AR
8 19 20 21 2 18 19 20 21 2

st W st ll
23

23
. B E
1! 8y i3 4 A ,‘ ( X 2» Y )
m| 1 2 3 4 5 6 m| 1 2 3 4 5 6
: 5 - ’ v ’ ' 3. | ' 1 g 2}
7 8 9 10 1" Y ¢ 8 9 10 1
13 . ’ '8 Al i1 i : " rF 3 B | : N i)
sm| 12 13 14 15 16 17 sm| 12 13 14 15 16 17
» 3 . l . A P v
18 19 20 21 22 18 19 20 21 22
¥ 4 v
st st| § )
23 23

Figura 3: Caridtipos de Corydoras carlae (coluna da esquerda) e Corydoras sp. B (coluna da
direita). Corados com Giemsa (A) e (D), C-bandados (B) e (E) e Duplo Fish com sondas
DNAr 5S (vermelho) e DNAr 18S (verde) (C) e (F). Nos boxes os pares portadores das Ag-
RONs. A barra representa 10 pm.
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Figura 4: Ideograma das duas espécies de Corydoras, demonstrando a AGQNOR, DNAr 18s,
DNAr 5S e Banda- C. Em A) Corydoras carlae e B) Corydoras sp. B.

3.2 Analise Morfométrica

A andlise das proporcdes calculadas a partir das medidas morfométricas de
Corydoras carlae (rio Florido) e Corydoras sp. B (riacho Poco Preto) demonstrou que as duas
espécies sao diferentes, sendo as proporcdes que representam a diferenciagdo: altura do corpo/
comprimento padrdo com uma média em mm de 29,15 em C. carlae e 34,25 em Corydoras
sp. B, a distancia interorbital com média de 52,65 em C. Carlae e 39,35 mm em Corydoras
sp. B e o diametro horizontal da orbita com 30,00 mm em C. carlae e 23,45 mm em
Corydoras sp. B (Tab 1).
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Tabela 1: Medidas morfométricas dos exemplares de Corydoras carlae e Corydoras sp. B da
bacia do rio Iguagu, e propor¢des morfométricas em relagdo ao Comprimento Padrdo (CP) e
ao Comprimento da Cabeca (CC).

Corydoras carlae Corydoras sp. B
Minimo-Méaximo \ Média | Minimo-Méximo | Média

Comprimento Padréo

(mm) 21,5-38,4 29,5 29,2-41,9 35,55
% Comprimento Padréo

CT/CP 12,4-24,8 18,6 17,4-25,5 21,45
CA/CP 28,5-37,8 331 31,2-41,0 36,1
AC/CP 23,3-35,0 29,15 31,5-37,0 34,25
D. PRE-DORSAL 42,3-59,3 50,8 44,1-65,3 54,7
D. PRE-PELVICA 38,0-54,0 46,0 40,5-46,2 43,35
D. PRE-ANAL 66,3-80,3 73,3 63,0-99,7 81,35
D. PRE-ADIPOSA 57,7-88,1 72,9 81,0-109,6 95,3
CEND/CP 19,6-30,9 25,25 16,9-23,8 20,35
CENP/CP 15,7-27,0 21,35 19,3-27,3 23,3
APC/CP 12,2-14,8 13,5 12,8-17,3 15,05
CENA/CP 6,2-10,9 8,55 6,8-11,4 9,1
DBNDOENA/CP 14,6-33,6 24,1 17,9-24,8 21,35
CBND/CP 12,4-22,0 17,2 15,5-20,6 18,5
CBNA/CP 6,2-12,2 9,2 6,0-11,4 8,7
LMCI/CP 8,0-14,0 11,0 9,5-17,7 13,6
Comprimento da

Cabeca (mm) 5,1-10,2 7,65 7,7-12,4 10,05

% Comprimento da Cabeca

CBM/CC 30,3-70,5 50,4 27,7-65,9 46,8
A. CABECA/CC 73,5-115,2 94,35 79,8-107,7 93,75
Dl/CC 32,8-72,5 52,65 33,3-454 39,35
DHO/CC 16,9-43,1 30,0 19,4-27,5 23,45
CF/CC 41,3-78,4 59,85 39,2-58,4 48,8
D.INTERNAREAL/CC 12,3-35,2 23,75 14,5-30,3 22,4

Comprimento paddo (CP), comprimento do térax (CT), comprimento do abdome (CA), Altura do corpo na
origem da nadadeira dorsal (AC),distancia pré-dorsal (D. PRE-DORSAL), distancia pré-pélvica (D. PRE-
PELVICA),distancia pré-anal (D. PRE-ANAL), distancia pré-adiposa (D. PRE-ADPOSA), comprimento do
espinho da nadadeira dorsal (CEND), comprimento do espinho da nadadeira peitoral (CENP), altura do
pedudnculo caudal (APC), comprimento do espinho da nadadeira adiposa (CENA), distancia entre o final da base
da nadadeira dorsal e a origem do espinho da nadadeira adiposa (DBNDOENA), comprimento da base da
nadadeira dorsal (CBND), comprimento da base da nadadeira anal (CBNA), largura maxima do cleitro (LMC),
comprimento da cabeca (CC), comprimento do barbilhdo maxilar (CBM), altura da cabeca (A. CABECA),
distancia interorbital (DI), didmetro horizontal da orbita (DHO), comprimento do focinho (CF), distancia
internareal (D. INTERNAREAL.
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Os dois primeiros eixos da ACP (Andlises de Componentes Principais) apresentaram
autovalores maiores que os autovalores de Broken-stick e foram retidos para interpretagao.

Esses dois eixos apresentaram variancia explicada acumulada de 34,93% (Tab. 2).

Tabela 2: Resultados da Anélise de Componentes Principais (ACP). E dado, para cada eixo,
o0s autovalores, a porcentagem de variancia explicada e os autorvalores de Broken-stick. Para
cada varidvel (indice) é listado o autovetor. O numero de espécimes analisados foi de 17 para
Corydoras carlae e de 24 para Corydoras sp. B. *diferencas significativas foram observadas
para essas variaveis entre as espéecies analisadas (Permanova; p<0,05).

Medida/Indices Eixol Eixo2
Autovalor 4,57 2,76
Autovalor de Broken-stick 3,64 2,64
% de variancia 21,79 13,14
CT/CP 0,24 -0,16
*CA/CP 0,15 -0,09
AC/CP 0,37 0,04
D. pré-dorsal/CP 0,21 0,38
D. pré-pélvica/CP 0,25 0,27
D. pré-anal/CP 0,05 0,18
D. pré-adposa/CP 0,01 -0,03
CEND/CP 0,02 0,32
CENP/CP 0,27 0,17
APC/CP 0,07 0,29
CENA/CP 0,08 0,37
DBNDO/CP 0,01 -0,03
CBND/CP 0,07 0,24
CBNA/CP 0,04 0,05
LMC/CP 0,05 0,29
CBM/CC -0,23 -0,03
A. CA/CC -0,22 0,14
*DIl/CC -0,39 0,22
*DHO/CC -0,36 0,04
CF/CC -0,28 0,20
DIl/CC -0,30 0,26

Os resultados da PERMANOVA demonstraram que Corydoras carlae e Corydoras
sp. B apresentam diferencas significativas na morfologia (Pseudo-F = 1,98; p < 0,01) entre as
duas espécies. Dessa forma, Corydoras sp. B possui a altura do corpo em relacdo ao

comprimento padrdo maior do que o encontrado para Corydoras carlae. Por outro lado, a
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distancia interorbital e o didmetro horizontal da 6rbita em relacdo ao comprimento da cabega

sdo maiores em Corydoras carlae quando comparado com Corydoras sp. B (Fig. 4).
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Figura 4: Andlise de ordenacdo de Componente Principais (ACP) média e valores maximos e
minimos de C. carlae coletados no rio Florido, bacia do rio Iguagu e Corydoras sp. B do
riacho Poco Preto, bacia do rio Iguagu. Proporcdes que apresentaram diferenca significativa
entre as espécies: (A) altura do corpo/ comprimento padrdo; (B) distancia interorbital/
comprimento da cabeca; (C) didmetro horizontal da orbita.
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4 DISCUSSAO
4.1 Citogenética em Corydoras

Estudos citogenéticos realizados por Scheel et al. (1972) ja demonstravam que a
variabilidade cariotipica no género Corydoras é uma das maiores em espécies de peixes.
Nesse contexto, Oliveira et al. (1992) dividiram as espécies de Corydoras estudadas em cinco
grupos, levando em consideragdo o numero dipldide e a formula cariotipica, sendo o grupo 1
formado pelas espécies com namero dipldide variando de 60 a 86 cromossomos e férmula
cariotipica composta por cromossomos metacéntricos e submetacéntricos; o grupo 2 com
namero dipldide variando de 74 a 102 com apenas cromossomos acrocéntricos; o grupo 3
com 56 a 60 cromossomos dos tipos metacéntricos e submetacéntricos; grupo 4 de 40 a 52
cromossomos dos tipos metacéntricos e submetacéntricos e o grupo 5 as espécies com 92
cromossomos e formula cariotipica composta por metacéntricos e submetacéntricos.
Processos de poliploidia, assim como outros eventos de rearranjos cromossomicos como
fusbes, fissdes ou inversdes podem ter ocorridos durante o processo evolutivo das espécies
pertencentes ao género Corydoras (Oliveira et al., 1993), o que explica a grande variabilidade
cromossémica nessas espécies.

De acordo com essa divisdo, C. carlae e Corydoras sp. B estariam incluidas no grupo
4, por apresentarem o nimero dipldide de 46 cromossomos. No entanto, as duas espécies
apresentam cromossomos do tipo subtelocéntrico em sua férmula cariotipica, ainda néo
observado nesse grupo. Em Corydoras ehrhartdi e Corydoras paleatus o nimero dipldide foi
de 44 cromossomos, distribuidos em 18 metacéntricos e 26 submetacéntricos (Artoni et al.,
2006). Portanto, as variacBes numeéricas e estruturais das espécies pertencentes a esse grupo
indicam que rearranjos cromossdémicos como fusdes e fissfes que alteram o nimero dipl6ide e
inversdes pericentroméricas, delecbes e duplicacbes que modificam a morfologia
cromossdmica sem alterar o nimero diploide podem ter ocorrido durante o processo evolutivo
dessas espécies.

Assim como observado para o nimero diploide, o numero e a posicdo das RONs
(impregnacdo pelo nitrato de prata) em espécies de Corydoras € bastante variavel. N0ossos
resultados demonstraram que as duas espécies analisadas apresentaram RONSs simples em um
par de cromossomos metacéntricos em regido terminal do braco longo e foram banda-C
positiva. Resultado similar também foi encontrado por Shimabukuro-Dias et al. (2004) para
Corydoras sodalis, diferindo apenas no tipo de cromossomo portador das RONs. No entanto,
também ja foram encontrados sistema de RONs mudltiplas, como para Corydoras ehrhardti e

Corydoras paleatus (Artoni et al., 2006) e para Corydoras britskii (Takagui et al., 2014).
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A localizacdo tanto do DNAr 18S quanto do DNAr 5S sdo informagdes bastante
escassas dentro da familia Callichthyidae, sendo conhecido apenas para algumas espécies
(Tab. 3). O FISH do DNAr 18S em Corydoras carlae e Corydoras sp. B demonstrou
marcacgdes em regides terminais do braco longo de um par de cromossomos metacéntricos,
confirmando a marcacdo da Ag-RON. Em C. ehrhardti também foram detectados cistrons
DNAr 18S em regido terminal do braco longo de dois cromossomos metacéntricos (Artoni et
al., 2006). Por outro lado, em C. britskii foram observadas marca¢Ges em trés cromossomos
acrocéntricos, localizadas em regido terminal do braco curto (Takagui et al., 2014), ja em C.
paleatus as marcagdes foram observadas em dois cromossomos metacéntricos e um

submetacéntrico em regi&o terminal no brago longo (Artoni et al., 2006).

Tabela 3: Distribuicdo do gene ribosomal maior e menor em Callichthyidae. As colunas 45S
e 5S reportam o nimero de cromossomos portadores dos cistrons e sua localizacao.

Género/ Espécie 45S 5S Nota Referéncia
Corydoras carlae 2, q distal 2, q distal Sintenia Presente estudo
Corydoras sp. B 2, q distal 2, q distal + 1, Sintenia Presente estudo

p intersticial
Corydoras britskii 3, p distal 2 p, intersticial N&o- Sintenia Takagui et al., 2014
Corydoras paleatus 3,qdistal - Né&o- Sintenia  Artoni et al., 2006
Corydoras ehrhardti 2, gdistal ~ ------- Né&o- Sintenia  Artoni et al., 2006
Hoplosternum 2, p distal 4, p distal N&o-Sintenia  Almeida et al., 2012
littorale
Callichthys callichthys 2, (pg)distal 3, distal + 4 Sintenia Konerat et al., 2014
pericentroméri
ca
Lepthoplosternum 10, p distal; 2, 6, p distal N&o- Sintenia Konerat et al., 2014
pectorale q distal

Em C. carlae e Corydoras sp. B o DNAr 5S, foi visualizado em um par de
cromossomos metacéntricos em regido terminal do braco longo. Em Corydoras dados da
localizacdo e numero de cistrons de DNAr 5S sé foram descritos para C. britskii que
apresenta dois cromossomos com cistrons em regido intersticial no braco longo (Takagui et
al., 2014), diferindo dos resultados do presente estudo. Os resultados também se mostram
diferentes para outros géneros da familia (Tab. 3), como em Hoplosternum littorale (Almeida
et al., 2012), Callichthys callichthys (Konerat et al., 2014) e Lepthoplosternusm pectorale
(Konerat et al., 2014). Além disso, o DNAr 5S apresentou sintenia com o 18S no par de
cromossomo metacéntrico e também apresentou co-localizacdo desses cistrons. A sintenia é

uma caracteristica rara em peixes, a qual € registrada aqui pela primeira vez no género
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Corydoras, destacando o ineditismo destes resultados. Konerat et al. (2014) descreveram
marcagOes sinténicas em Callichthys callichthys, sendo este o primeiro registro dessa
caracteristica para a familia Callichthyidae. Assim, nossos resultados reforcam essas
informacdes para a familia. A co-localizacdo também ja foi descrita para outros grupos de
peixes, como em Mugil incilis (Hett et al., 2011), Astyanax faciatus e A. scabripinnis
(Almeida-Toledo et al., 2002) e em Salea senegalensis (Cross et al., 2006).

Corydoras sp. B além do par de cromossomos que apresentou co-localizacdo do
DNAr 5S e DNAr 18S, cistrons adicionais de DNAr 5S foram detectados no braco curto em
um Unico cromossomo do par quinze, localizado em regido intersticial préxima ao
centrémero. Do ponto de vista evolucionario, esses dados sdo intrigantes porque a insercao de
elementos transponiveis em sequéncias do DNAr 5S do par metacéntrico poderia ter levado a
dispersdo dessas sequéncias até o cromossomo submetacéntrico (par 15) de Corydoras sp. B.
Segundo Raskina et al. (2004) um dos mecanismos responsaveis pelo processo de mobilidade
de sequéncias de DNAr para novos sitios seria devido a acdo de elementos transponiveis. A
acdo dos elementos transponiveis foi sugerida para justificar a diferenca de numero e
localizagdo dos cistrons de DNAr 5S em trés espécies do género Bryconamericus (Piscor et
al., 2013).

Ja a heterocromatina constitutiva foi visualizada em regifes centroméricas e
pericentroméricas, em grande parte do complemento cariotipico. Porém, diferencas nos
cromossomos portadores da heterocromatina constitutiva sdo evidentes entre Corydoras carlae
e Corydoras sp. B (Fig. 3). Esses resultados diferem dos encontrados para outras espécies do
género, como em Corydoras nattereri, C. ehrhardti e C. paleatus que apresentaram apenas
marcagBes em regides pericentroméricas (Oliveira et al., 1990; Artoni et al., 2006; Takagui et
al., 2014). Em geral o padrdo de distribuicdo e a quantidade de cromossomos C- bandados é
bastante variavel dentro da familia Callichthyidae, Callichthys apresenta bandas reduzidas em
regido centromérica e pericentromérica, além de marcacdes discretas em regiGes terminais
(Konerat et al., 2014), Hoplosternum e Megalechis geralmente apresenta uma quantidade
intermediaria de cromossomos portadores de heterocromatina em regides centroméricas e

intersticiais (Shimabukuro-Dias et al., 2005).
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4.2 Morfometria em Corydoras

As analises das propor¢cdes morfométricas das espécies amostradas de Corydoras,
revelou que ndo houve sobreposicdo dos escores de ambas as espécies analisadas no espaco
definidos pelos dois primeiros eixos da ACP. A figura 4 demonstra a ndo sobreposicdo das
espécies, permitindo concluir que as espécies sdo diferentes. As varidveis que mais
contribuiram para esse resultado foram: altura do corpo/ comprimento padrdo; distancia
interorbital/ comprimento da cabeca e o diametro horizontal da orbita/ comprimento da
cabeca. No entanto, Tencatt (2013) comparando morfologicamente Corydoras sp. B e
Corydoras carlae encontrou que as espécies podem ser diferenciadas por apresentarem menores
aculeos dorsal e peitoral (actleo dorsal 13,7-22,5% no CP; aculeo peitoral 15,1-22,4% no CP vs.
26,6-33,6 e 25,9-31,90) o que contraria nossos resultados.

As diferengas encontradas para os dois eixos possibilitam supor tratar de diferentes
espécies, visto que C. carlae foi coletado no rio Florido acima das cataratas do lIguacu,
enquanto Corydoras sp. B foi capturado no riacho Pogo Preto abaixo das Cataratas do Iguagu.
As duas espécies analisadas estdo separadas por uma barreira geogréafica natural (Cataratas do
Iguacu) formada a aproximadamente 22 milhGes de anos e que € considerada como sendo
uma das principais causas de isolamento e especiacdo alopatrica de espécies de peixes
(Garavello et al., 1997; Agostinho e Gomes, 1997; Baumgartner et al., 2012).

Em estudos com C. paleatus de diferentes bacias, incluindo a do rio Iguacu,
realizado por Shibatta e Hoffmann (2005), foram propostos que as diferencas encontradas
entre as populagbes ocorreram devido ao soerguimento das Cataratas do Iguacu que
separaram a espécie do rio Parana das do rio Iguacu. Ja florentino & Suarez (2014) atribuiram
e correlacionaram as diferencas entre populacbes de C. aeneus as caracteristicas do ambiente
que ao longo do tempo evolutivo foram selecionando os individuos com maior adaptacéo.

O fato de Corydoras carlae e Corydoras sp. B estarem separados geograficamente,
deve ter contribuido para estabelecer as diferencas morfoldgicas encontradas entre as duas
espécies analisadas, visto que a falta de fluxo génico entre as espécies resultou supostamente

em um processo de especiacao.
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4.3 Isolamento Geogréafico como causa de diferenciacdo de espécies

As diferencas citogenéticas e morfoldgicas encontradas entre as duas espécies de
Corydoras analisadas no presente estudo se deve provavelmente devido ao isolamento
geografico causada pelo surgimento das Cataratas do Iguacu. Além dessa grande barreira
geogréfica, outras barreiras no rio Iguacu sdo observadas ao longo do seu fluxo como Salto
lacanga, Salto Grande, Salto Santiago e Salto Osorio (Maack, 2012).

O isolamento geografico é sugerido para explicar as diferencas citogenéticas o que €
refletido no nimero dipldide e padrées de bandeamentos, de espécies de peixes como em
Characidium da bacia do Parana (Pucci, 2013), em Astyanax scabripinnis (Moreira-Filho e
Bertollo, 1991) e Astyanax altiparanae (Hashimoto et al., 2008).

Nesse contexto, a evolucdo de espécies de peixes confinados aos diversos sistemas
hidrograficos é resultado de um estreito relacionamento entre as histérias das bacias e as
historias evolutivas das suas espécies (Kavalco, 2003). Uma caracteristica interessante € que
as espécies de peixes de tamanho pequeno tendem a ser mais susceptiveis a especia¢do, visto
que as populacdes localizadas podem divergir geneticamente das demais com maior rapidez
das espécies tipicas de grandes rios (Weitzman et al., 1988). No entanto, em uma Viséo
genética a especiacdo causada pelo isolamento reprodutivo é uma propriedade de poucos
locos individuais ou regides gendmicas, e ndo do genoma como um todo (Lexer & Widmer,
2008; Qvarnstron & Bailey, 2009).

5 CONSIDERACOES FINAIS

A partir dos resultados, concluimos que Corydoras carlae e Corydoras sp. B, sdo
espécies distintas, apresentando o mesmo namero dipldide, formula cariotipica e nimero de
AgRONSs, com diferencas na distribuicdo da heterocromatina constitutiva e no nimero de
cromossomos portadores de cistrons de DNAr 5S. Além disso, a sintenia e a co-localizacéo do
DNAr 5S com o DNAr 18S sdo resultados inéditos para o género Corydoras. Ainda, as
analises das proporg¢fes morfométricas, também confirmaram diferencas significativas entre
as espécies.

As analises combinadas dos resultados citogenéticos e morfométricos foram
importantes na caracterizacao das duas espécies e possibilitaram diferenciar Corydoras carlae
de Corydoras sp. B, sendo as diferencas encontradas provavelmente devido a separacdo
geografica entre as espécies e a falta de fluxo génico, o que levou a um processo de

especiacgdo, tornando-as distintas citogenéticamente e morfologicamente.
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