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Caracterizaciio de uma popula¢io de Cichlasoma paranaense (Pisces, Cichlidae) do rio

Araguari, Uberlindia, MG.

Cytogenetic characterization of a population of Cichlasoma paranaense (Pisces, Cichlidae)

from Araguari river, Uberlandia, MG.

RESUMO: A citogenética de peixes neotropicais tem se desenvolvido de modo notavel nas
ultimas décadas, embora os dados cromossdmicos obtidos ainda sejam poucos frente a grande
variedade de espécies existentes. A variabilidade cariotipica é significativa, ocorre uma
diferenga expressiva no numero cromossomico diploide das espécies, variando de 2n=20 em
Pterolebias longipinnis a 2n=132 em Corydoras aeneus.

Os peixes da familia Cichlidae pertencem & ordem Perciforme e se distribuem desde o
México até o Brasil, contando com cerca de 85 géneros e 700 espécies descritas. A ampla
distribuigdo do grupo dos Ciclideos e os poucos dados existentes na citogenética deste grupo,
sugerem esta familia como um interessante instrumento de pesquisa para estudos
cromossémicos e evolutivos.

Neste trabalho, foi estudada a espécie Cichlasoma paranaense proveniente do rio
Araguari, com o objetivo de caracterizar o cariotipo da mesma e definir a localizagdo das
regides organizadoras de nucléolos (NORs).

Os cromossomos mitoticos foram obtidos atraves da técnica de preparagdo direta do rim
anterior e cefalico, e utilizando coloragdo convencional com Giemsa, observou-se nimero
diploide de 48 cromossomos. As metafases foram estimuladas injetando-se cloreto de Cobalto
aproximadamente 20 horas antes do sacrificio do animal, na propor¢do de 1 mL para cada 100

gramas de peso animal. A caracterizagdo das regides organizadoras de nucléolos obtida por



meio de impregnagao por nitrato de Prata, revelou quatro cromossomos marcados nas regides

teloméricas, indicando que nesta espécie ha um sistema de NORs multiplas.

Unitermos: Citogenética, Cichlasoma paranaense, Regides Organizadoras de Nucléolos.

ABSTRACT:

The cytogenetic of neotropical fishes has been notable developed in the last decades,
even so the gotten chromosomic data still are little, front to the great variety of existing species.
The cariotipical variability is significant, occurs a expressive difference in the diploid
chromosomic number of the species, varying from 2n=20 in Pterolebias longipinnis to 2n=132
in Corydoras aeneus.

The fishes of the Cichlidae family belong to the Perciforme order and are distributed
since Mexico until Brazil, counting on about 85 genera and 700 described species. The ample
distribution of this group and the few existing data in the citogenetic of this group, suggest this
family as an interesting instrument of research for chromosomic and evolutivos studies.

In this work, was studied the specie Cichlasoma paranaense, proceeding from the river
Araguari, with the objective to characterize the karyotype of the same one and to define the
localization of the nucleolus organizer regions (NORs).

The mitotic chromosomes had been gotten through the technique of direct preparation
of kidney cells, and using conventional coloration with Giemsa, a diploid number of 48
chromosomes was observed. Metaphases had been stimulated injecting Cobalt chloride
approximately 20 hours before the sacrifice of the animal, in the ratio of 1 mL for each 100
grams of animal weight. The characterization of the nucleolus organizer regions gotten by
impregnation for Silver nitrate, disclosed four chromosomes marked in the telomeric regions,

indicating a system of multiple NORs in this specie.



Uniterms: Cytogenetic, Cichlasoma paranaense, Nucleolus Organizer Regions (NORs).

INTRODUCAO:

Os peixes ocupam uma posigdo central na evolugdo dos vertebrados e constituem um
dos melhores grupos para estudos genéticos, citogenéticos e evolutivos. Isto ocorre devido ao
seu grande numero de espécies, exemplares e ampla distribuigiio geografica (TOLEDO FILHO,
1978).

O grupo dos peixes € constituido de quatro classes: Agnatha, Placodermi,
Chondrichthyes e Osteichthyes, representados por um total aproximado de 22.000 espécies,
numero que supera todos os grupos de vertebrados juntos. Apresentam tamanhos bastante
variados, desde 8 milimetros em Pandaka pygmea, até 15 metros de comprimento em
Rhineodon typus (ORR, 1986),.

A ampla diversidade deste grupo permite que espécies sejam encontradas em ambientes
bastante extremos, podendo tolerar grandes variagdes de temperatura. Algumas espécies
sobrevivem em fontes de aguas termais, onde a 4gua pode atingir mais de 42°C, enquanto
outras podem viver a temperaturas muito proximas do congelamento. Contudo, numa mesma
especie, o limite de tolerdncia é muito restrito devido ao fato de serem ectotérmicos, isto €, a
temperatura do corpo depende da temperatura do ambiente (ORR, 1986)5" '

Sobre a fauna de peixes neotropicais ¢ importante destacar que existem grupos bastante
numerosos de Characiformes, Siluriformes e Perciformes, ao contrario dos
Cyprinodontiformes, Potamotrigonideos, Clupeideos, Belonideos e dos peixes pulmonados que
constituem grupos pouco numerosos e amplamente distribuidos (VENERE, 1998)

A familia Cichlidae ¢ encontrada na América do Sul com aproximadamente 300

espécies representantes. Este grupo, que é um dos maiores grupos de peixes do continente,



pertence a ordem Perciforme, e todas as espécies possuem nadadeira dorsal e anal com
espinhos pungentes e linha lateral interrompida.

A citogenética compreende a analise dos cromossomos tanto isolados quanto em
conjunto, no que diz respeito a sua morfologia, fungdo, evolugio, organizagio, replicagdo e
variagdo. Atualmente o estudo citogenético é utilizado em varios campos da biologia, como a
taxonomia, bioquimica, medicina clinica e melhoramento animal e vegetal.

O estudo citogenético de peixes neotropicais tem se desenvolvido de modo notavel nas
ultimas décadas, embora os dados cromossdmicos obtidos correspondam apenas a cerca de
12% das mais de 22.000 espécies existentes (KLINKHARDT et al. 1995). Este
desenvolvimento proporcionou uma abordagem mais ampla sobre a evolugdo, sistematica e
hibridagdo inter e intra-especifica, além de estudos sobre polimorfismos e poliploidia
cromossomica.

Quanto ao numero cromossomico, existe uma diferenga expressiva no niimero dipléide
 das espécies, variando de 2n=20 em Pterolebias longipinnis a 2n=132 em Corydoras aeneus
\"E(OLIVEIRA et al. 1988). As espécies que constituem populagdes menores e sedentarias

apresentam um maior grau de variagdo cromossOmica, no entanto, espécies incluidas em
populagdes de alta dispersdo, tém caritipos mais conservados. O isolamento reprodutivo das
especies de distribuicdo mais restrita permite que alteragdes cromossdmicas se fixem com
maior eficiéncia.

A comparag¢do dos cariotipos de animais pertencentes a diferentes bacias mostra em
alguns trabalhos, a variabilidade cromossomica das espécies. Bertollo (1978) comparou
populagdes de Hoplias malabaricus da bacia do rio Parana e da bacia Amazonica. A primeira
apresentou 2n=39 nos machos e 2n=40 nas fémeas, indicando um mecanismo de determinagio
sexual do tipo X;X,Y. A segunda apresentou 2n=41 nos machos e 2n=40 nas fémeas, com um

mecanismo de determinagdo sexual do tipo XY,Y». Hoplias malabaricus ¢ um bom exemplo de



variagdes decorrentes do isolamento reprodutivo, pois além dos dados de Bertollo, Born (2000)
verificou ainda um outro citétipo para a populagio do rio Sdo Francisco, com 2n=42 para
machos e fémeas.

Em outros grupos como no género Astyanax vérios exemplos também foram descritos
sobre variagdes do niimero diploide na mesma espécie. A populacgio de Astyanax scabripinnis
do Ribeirdo da Quinta apresenta 2n=50 para machos e fémeas, enquanto a populag@o do rio
Capivara possui dois citotipos diferentes, tendo 2n=48 e 2n=50. Uma terceira populagédo, a do
corrego Agua de Madalena, apresenta trés citotipos diferentes, com 2n= 46, 48 e 50 (V'/TEIRA et
al., 1998).

Um conhecimento mais detalhado do caridtipo dos peixes podera contribuir, devido a
posi¢do filogenética do grupo, para o melhor entendimento dos possiveis mecanismos de
evolugdo cariotipica, como também alguns aspectos da citogenética dos vertebrados de um
modo geral.

Variages cariotipicas ocorrem ndo s6 no numero diploide, mas também nos tipos
cromossomicos. A caracterizagdo destas divergéncias é mais dificil de ser observada, uma vez
que os peixes ndo apresentam bons resultados com técnicas de bandeamento transversal, como
bandas G e R. Assim sendo, outras técnicas sio usadas permitindo caracterizar melhor os
cromossomos deste grupo. A marcagio de Regides Organizadoras de Nucléolos (NORs) ¢ uma
das ferramentas que auxiliam na caracterizagdo dos cromossomos dos peixes.

A técnica de impregnacgdo pela Prata permite a visualizagio das NORs e estas tém se
mostrado bastante varidveis. As NORs sdo regides do cromossomo na qual se encontram os
principais genes de RNAr. As mesmas tém sido estudadas em vérios organismos com as
finalidades de acrescentar informagdes ao conhecimento do DNA nessas regides, conhecer
melhor a estrutura cromossomica, atividade génica, bem como possiveis alteragdes

cromossOmicas estruturais que tenham ocorrido ao longo da evolugio das espécies.



Oliveira e Foresti (1994) citam 231 espécies de peixes com numero e/ou localizagdo das
NORs, sendo que destas, 164 apresentam NORs simples, 35 apresentam dois pares de NORs e
32 apresentam mais de dois pares de cromossomos contendo NORs. Os estudos das NORs em
peixes permitem delinear alguns aspectos da distribuigdo, nimero e polimorfismos encontrados
nos diferentes grupos.

Outro método utilizado que permite um conhecimento da estrutura cromossdmica ¢a
caracterizagdo da heterocromatina constitutiva, que esté diretamente relacionada as regides do
DNA que possuem seqiiéncias altamente repetitivas presentes geralmente nas NORs,
centromeros e telomeros. Anteriormente, os pesquisadores ndo atribuiam fungdo a
heterocromatina. Hoje, sabe-se que ela é responsavel pelo reconhecimento e segregacio dos
cromossomos homologos durante a meiose. Além disso, tem um importante papel na

/
arquitetura nuclear e atua na expressao génica (MORELLI 1998).

Mé%tovam (2001) descreve padrdes de distribui¢io da heterocromatina em Astyanax
scabripinnis. A populagio estudada do corrego das Marrecas apresentou uma variagao
interindividual quanto ao nimero de blocos heterocromaticos observaveis pela técnica de banda
C.

A ictiogenética caracteriza as regides de heterocromatina, com as mais diversas técnicas
como banda C, enzimas de restri¢cdo e fluorocromos base especificos ou regides de AgNORs,
com objetivo de definir padrdes cariotipicos de cada populagdo.

Apesar da familia Cichlidae apresentar um numero significativo de espécies na regido
neotropical, as informagdes cariotipicas ainda sdo pouco numerosas. As espécies analisadas até
0 momento indicam uma pouca conservatividade cariotipica no grupo. O numero dipléide varia
de 2n=38 em Apistogramma borellis a 2n=60 em Symphysodon aequifasciata, com a presenca
de cromossomos metacéntricos, submetacéntricos, subtelocéntricos e acrocéntricos

(OLIVEIRA, et al. 1988).



Corazzé;et al. (1998) descrevem para os Cichlidae, pequenos blocos de heterocromatina
constitutiva na regido centromérica e pericentromérica de alguns pares de cromossomos.
Variagdes no padrio de distribuico das heterocromatinas podem fornecer informagdes
importantes que permitem caracterizar diferentes cariOtipos nas diversas populacdes naturais.

NORs multiplas foram evidenciadas na especie Cichlasoma paranaense (LOUREIRO;
DIAS, 1998), enquanto o género Cichla apresentou NOR simples terminal no brago do 3° par
acrocéntrico (AI_I."VES; FELDBERG, 1998). Na espécie Geophagus brasilienses a NOR esta
localizada na extremidade do brago curto de um par acrocéntrico. (COUTO, T. M. et al. 1998).

A grande variabilidade nos cromossomos dos peixes, a ampla distribuigdo do grupo dos
Ciclideos e os poucos dados existentes na citogenética deste grupo, sugerem esta familia como
um interessante instrumento de pesquisa para estudos cromossdmicos. Tendo em vista estes
dados, o objetivo do presente estudo é analisar citogeneticamente a espécie Cichlasoma
paranaense da populagdo do rio Araguari, com maior énfase em caracterizagdo cromossomica

com coloragdo convencional e localizagdo de regides organizadoras de nucléolos.

MATERIAL E METODOS:

Foram coletados 12 exemplares da espécie Cichlasoma paranaense do rio Araguari,
cidade de Uberlandia, MG.

A técnica utilizada para o estudo e coloragdo dos cromossomos com Giemsa, foi
descrita por Foresti (1993), com modificagdes.

A detecgdo das regides organizadoras de nucléolos por impregnagdo com nitrato de
Prata ¢ realizada através da técnica descrita por Howéil e Black (1980), também com

modificagdes para a espécie.



RESULTADOS:

Foram preparados 12 individuos da especie Cichlasoma paranaense (figura 1.c)
provenientes do rio Araguari, sendo 7 machos e 5 fémeas.

No material analisado observou-se metafases com 46 a 51 cromossomos, sendo a
frequéncia de células com 2n=48 significativamente maior, indicando ser este o numero modal
para a populagdo (gréficos 1 e 2).

O cariotipo representado na figura 1.a pertence a um exemplar do sexo feminino. Os
cromossomos homélogos foram pareados e separados por ordem decrescente de tamanho.

A marcagdo com nitrato de Prata, para observagdo das NORs, mostrou a presenca de 3

cromossomos corados, caracterizando um sistema de NORs multiplas (figura 1.b).
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DISCUSSAO:

Na América do Sul a familia Cichlidae é representada por aproximadamente 300
espécies, mas apesar desse elevado numero a variagdo cariotipica parece ser pequena. Na
revisdo realizada por Olivéifa et al.(1988) observa-se uma oscilagio de ntmero 2n de 38 em
Apistogramma borelli a 21=60 em Symphysodon aequifasciata, mesmo com a amplitude de
variagdo do nimero cromossémico a grande maioria das especies estudadas apresenta 48
cromossomos. Nesta revisio Oliveira et al (1988) cita 60 especies de Cichlidae neotropicais,
das quais era conhecido o nimero cromossdmico até entdo, sendo que 44 possuem 2n=48.

Outros trabalhos mais recentes em outras populagdes ou em outras espécies tém
comprovado este padrio. M_endes et al_‘(1998) analisou citogeneticamente as especies
Cichlasoma bimaculatum e Crenicichla lepidota e encontr@p’.ﬁu.‘:lm valor diploide de 48
cromossomos em ambas as espécies. O mesmo ocorreu em exemplares de Cichla spl e Cichla
sp2 encontrados na represa de Volta Grande;MG por Nishiyama et al. (1999). I_?Exjas et alz
(1999) descrevem outras duas espécies: Aequidens tetramerus e Crenicichla cf. saxatilis ambas
provenientes do Rio Peixe-Boi, PA também com 48 cromossomos.

As analises citogenéticas dos exemplares da especie Cichlasoma paranaense também
confirmam a conservatividade cariotipica quanto ao niimero cromossémico, em todos os
individuos o nimero modal encontrado nas metafases foi de 48 Cromossomos.

Além da conservatividade do niimero parece que os tipos cromossémicos também ndo
tém muitas variagdes, os cariotipos possuem poucos cromossomos do tipo meta ou
submetacéntricos e muitos do tipo subtelo ou acrocéntrico. Couto et al.(1997) analisou cerca de
7 populagdes de Geophagus brasilienses de diferentes localidades e todas apresentaram 2n=48

cromossomos, sendo 8 do tipo meta/submetacéntrico e 40 subtelo/acrocéntrico. Quijada e
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Cestalri ( }9'98) caracterizaram a espécie Cichlasoma Jacetum encontrando 2n=48, com 10
cromossomos do tipo submeta/subtelocéntricos e 38 do tipo acrocéntricos.

Na populagio de Cichlasoma paranaense estudada estes dados se confirmam, apesar de
ndo ter sido possivel uma identificagdo mais precisa dos tipos cromossdmicos devido a
dificuldades técnicas € visivel no cariotipo que ocorrem poucos cromossomos do tipo
meta/submeta e muitos do tipo subtelo/acrocéntricos.

Os tipos cromossémicos nio puderam ser definidos devido a uma alta condensagdo
cromossdmica. Uma das possiveis causas dessaé elevada condensagdo pode estar relacionada a
colchicina utilizada, que em muitos casos aumenta a condensagdo natural dos cromossomos
mitoticos. O tempo de hipotonizagdo, também, é um fator que pode dificultar uma analise mais
precisa dos cromossomos, uma vez que estes também se deformam em solugdes hipotdnicas.

O tratamento com nitrato de Prata indicou para a espécie Cichlasoma paranaense, um
sistema de NORs multiplas, com 3 cromossomos marcados. Este mesmo padrdo também foi
evidenciado na espécie para a populagdo da regido de Londrina (PR) descrita por Lou'.reiro g
Dias, 1998.

Var_i,aq;c")es no padrio das NORs dentro da familia Cichlidae sdo bastante freqiientes.
Alves e l%é]dberg (1998) analisaram 3 espécies do género Cichla, e todas apresentaram NOR
simples terminal no brago longo do 3° par do complemento. Mer;/d(;nc;a et al. (1999) detectaram
NORs em posigao terminal nos bragos curtos de dois pares de cromossomos em Satanoperca
aff. jurupari. A espécie Geophagus brasilienses foi descrita por Corazza et al. (1993_;) contendo
marcagdo de um Ginico par cromossdémico e polimorfismos das NORs,

Estes dados indicam que apesar da certa conservatividade do aspecto geral do caridtipo
na familia Cichlidae, a organiza¢do cromossdmica é variante, sugerindo que novos trabalhos
sejam realizados no grupo, comparando principalmente regides cromossomicas, como NORs,

Banda C, enzimas de restricdo e fluorocromos base-especificos.
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CONCLUSAO:

De acordo com os dados obtidos através do estudo citogenético envolvendo coloragdo
convencional com Giemsa e impregnacio pela Prata, conclui-se que:

- A populagdo de Cichlasoma paranaense pertencente ao rio Araguari possui nimero

diploide igual a 48 cromossomos.

- As NORs nesta espécie estdo localizadas em trés cromossomos, evidenciando um

sistema de NORs multiplas.

- As informagdes cariotipicas obtidas para Cichlasoma paranaense concordam com o

descrito para a maioria das outras espécies da familia Cichlidae.
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