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RESUMO

Entre os peixes neotropicais a familia Characidae ¢ considerada a maior e mais
complexa, representando o maior grupo de peixes de adgua doce, possuindo cerca de 170
géneros e 885 especies. Dentre as 30 subfamilias, Tetragonopterinae destaca-se por
possuir o maior nimero de espécies no Brasil sendo o género Bryconamericus
constituido por aproximadamente 30 a 40 espécies. Dentre os tetragonopterineos mais
freqiientes nos riachos do sudeste do Brasil encontram-se as espécies do género
Piabina, que sao amplamente distribuidas e devido a isto mais facilmente encontradas.
As Regides Organizadoras de Nucléolos (NORs), que sdo regides do DNA responsaveis
pela transcrigdo de RNA ribossomico sdo observados na familia Characidae com dois
padrdes de distribuigdo, mas a ocorréncia de sistema multiplo parece ser caracteristica
do género Bryconamericus. Ja no género Piabina ha predominancia de marcagdo pelo
nitrato de Prata em um par de cromossomos A heterocromatina constitutiva ¢ um
interessante marcador cariotipico de DNA inativo, usada para caracterizar diversas
variagdes nos cromossomos de peixes, sendo uma importante ferramenta para o
entendimento da evolugdo cariotipica. O presente estudo visa caracterizar
citogeneticamente populacdes de Bryconamericus sp e de Piabina de corregos
pertencentes a bacia do rio Paranaiba (municipio de Uberlandia). Os cromossomos
metafasicos foram obtidos através da técnica de preparagio direta, corados com Giemsa,
as localizagdes das Regides Organizadoras de Nucléolos foram obtidas pelo método de
impregnac¢do com nitrato de Prata e a localizagdo da heterocromatina constitutiva por
Banda C. As analises citogenéticas em 10 exemplares (5 machos e 5 fémeas) de
Bryconamericus sp evidenciaram nimero diploide de 52 cromossomos, sistema de NOR
multiplo com marcagdo na regido telomérica do brago curto de um cromossomo
submetacéntrico e a heterocromatina constitutiva distribuida nas regides centroméricas e
teloméricas dos cromossomos. Os exemplares de Bryconamericus sp apresentaram os
cariotipos assimétricos, uma vez que se notou a presenca de cromossomos de todos os
tipos (metacéntrico, submetacéntrico, subtelocéntrico e acrocéntrico) e tamanhos,
obtendo-se formulas cromossomicas com 18M + 14SM + 12ST + 8A ou com
16M+14SM+14ST+8A. Esta varia¢do nos citotipos dos individuos pode ser devido a
diferenca de condensacdo entre os cromossomos. Foi observada a presenca de um
exemplar do sexo masculino com um par heterologo de cromossomos constituido por
um cromossomo metacéntrico e um subtelocéntrico grande, tendo, portanto, formula
cromossOmica igual a 19M + 14SM + 11ST + 8A. Os resultados obtidos confirmam o
numero dipléide de cromossomos, o padrio de NORs multiplas e a heterocromatina
constitutiva distribuida nas regides centroméricas e teloméricas dos cromossomos de
Bryconamericus sp. Em rela¢do ao género Piabina, foram preparados e analisados 6
exemplares de Piabina (5 fémeas e 1 macho) provenientes do corrego dos Caetano
(Uberlandia, MG). O numero cromossomico diploide observado para o género foi de
2n=52 cromossomos para machos e fémeas. As metafases analisadas evidenciaram
cromossomos metacéntricos, submetacéntricos, subtelocéntricos e acrocéntricos. O
padrdo de distribui¢do das Regides Organizadoras de Nucléolos mostrou-se multiplo,
com duas a quatro marca¢des com nitrato de Prata, com a NOR detectada na regido
telomérica dos cromossomos. Por fim, o emprego da técnica de bandamento C permitiu
a visualizagdo de bandas heterocromaticas em regides biteloméricas dos cromossomos
de Piabina. Os resultados obtidos constituem dados interessantes para um maior
entendimento da estrutura cariotipica destes géneros e sua evolugdo dentro da
subfamilia Tetragonopterinae.
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1. INTRODUCAO

1.1. ASPECTOS GERAIS DA CITOGENETICA DE PEIXES

A citogenética compreende todo e qualquer estudo relativo ao cromossomo isolado ou
em conjunto, condensado ou distendido, tanto no que diz respeito a sua morfologia,
organizagao, fungio e replicagdo quanto a sua variagao e evolugdo (GUERRA, 1988).

Cariotipo, por definigcdo, € a descrigdo das caracteristicas do conjunto cromossomico
de uma espécie. Uma caracterizagdo clara e precisa do cariotipo de uma espécie é de
fundamental importancia quando se quer comparar citogeneticamente espécies diferentes, ou
examinar a variac@o entre individuos da mesma espécie. As caracteristicas mais evidentes do
cariotipo sdo a posi¢ao do centromero € 0 numero ¢ tamanho dos cromossomos (GUERRA,
1988).

O estudo cariotipico depende fundamentalmente da obtengido de boas preparagdes
cromossomicas, onde os cromossomos podem ser contados, medidos e terem sua morfologia
analisada. Durante o ciclo celular mitotico a cromatina se condensa a 0S Cromossomos
tornam-se visivels ao microscopio na fase de metafase em que os cromossomos atingem o
grau maximo de condensagdo (LUCCA; ROCHA, 1992).

Através da determinagdo do numero diploide do cariotipo, morfologia dos
cromossomos, padrdo de heterocromatina constitutiva, de regides organizadoras de nucléolos,
enfim, padrdes de bandamento, € possivel caracterizar espécies e muitas vezes entender os
mecanismos de evolucio intra e interespecificos (ARCHANGELO, 1996).

Os peixes constituem cerca de 50% das espécies de vertebrados existentes e a cada dia
novas especies estdo sendo descritas (DENTON, 1973). Assim, sdo um dos grupos mais
favoraveis para estudos genéticos, citogenéticos e evolutivos por apresentarem uma série de
caracteristicas biologicas peculiares e por ocuparem uma posi¢do central na evolugdo dos
vertebrados (TOLEDO et al. 1978). A quantidade de estudos realizada nestas areas tem
crescido bastante nos ultimos anos, mas os dados citogenéticos sobre a ictiofauna neotropical
ainda s3o muito restritos (OLIVEIRA e FORESTI, 1994).

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 (GUERRA, 1988). No Brasil, a maioria das referéncias de
estudos citogenéticos de peixes € a partir da década de 70. Nas altimas décadas houve um
desenvolvimento notavel na citogenética de peixes neotropicais, sendo que até o presente
momento sdo conhecidos os nimeros diploides e/ou haploides de 921 espécies (113% a mais
que em 1988), 252 géneros (74% a mais que em 1988) (OLIVEIRA, 2000). Com a recente
descoberta de novas técnicas foi possivel o estudo mais detalhado da citogenética animal,
ampliando o conhecimento do cariotipo dos peixes, cuja aplicabilidade se da em estudos de
evolugdo, sistematica, melhoramento genético e ecologia.

Diferengas e semelhangas entre os organismos passaram a ser vistas como os produtos
da historia evolutiva, ou filogenia. Uma das caracteristicas que se pode utilizar para classificar
os peixes de um género ou de uma familia qualquer, com base na analise filogenética, por
exemplo, € o padrao cariotipico, os tipos de cromossomos (metacéntrico, submetacéntrico,
subtelocéntrico e acrocéntrico), o tamanho destes, os seus padrdes de banda, enfim, pode-se
fazer um “mapa cromossomico” de cada peixe e compara-los para relaciona-los com alguma
linhagem da evolugao das espécies do grupo em questao.

Os peixes, nos estudos realizados, apresentam grande variabilidade cromossomica
referente ao numero e tamanho (DENTON, 1973), ndo somente entre grupos taxonomicos
basicos, podendo também ocorrer dentro de ordens, familias, géneros ou mesmo entre
espécies (KIRPICHNIKOV, 1973).

Os peixes se apresentam como um grupo cariotipicamente diversificado, no qual o
numero diploide conhecido varia de 12 a 250 cromossomos e os caridtipos podem apresentar
desde um unico tipo cromossdomico até aqueles que possuem todos os tipos de cromossomos
(KIRPICHNIKOV, 1981 apud FELDBERG, 1990).

A fauna de peixes neotropicais ¢ constituida, principalmente, por grupos bastante
numerosos de Characiformes, Siluriformes e Perciformes, (VENERE, 1998). A ordem
Characiformes € o grupo dominante entre peixes de agua doce da América do Sul, sendo a
familia Characidae a maior e mais complexa desta ordem (BRITSKI et al. 1999).

A citogenética dos peixes Characiformes revelaram a ocorréncia de grupos
apresentando considerdvel evolug@io divergente dos cromossomos, enquanto outros grupos
apresentaram uma maior conservagio em sua macroestrutura (GALETTI JUNIOR et. al.
1994). Entre os peixes que apresentaram transformacgdes cariotipicas marcantes durante o

processo de diversificagdo estdo os caracideos.
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Considerando a posigao filogenética dos peixes em relagdo aos demais vertebrados, o
conhecimento mais detalhado a respeito da citogenética dos peixes podera contribuir para o

melhor entendimento de alguns aspectos da citogenética dos vertebrados de um modo geral.

1.2. CITOGENETICA DA SUBFAMILIA TETRAGONOPTERINAE

A familia Characidae € o maior grupo de peixes de agua doce da América do Sul,
contendo cerca de 170 géneros e 885 espécies (NELSON, 1994), sendo que o grande nimero
de espécies que compreende esse grupo de peixes pode ser agrupado em 30 subfamilias,
dentre elas a Tetragonopterinae. Os representantes da subfamilia Tetragonopterinae sio
espécies de origens distintas, representando provavelmente um grupo ndo natural
filogeneticamente (BRITSKI et al. 1986).

No Brasil, a subfamilia Tetragonopterinae compreende a maioria das espécies e
consiste de aproximadamente S0 géneros e de 400 a 500 espécies. A maioria desses peixes ¢
de pequeno porte e vive em ambientes variados, sendo na sua maioria onivoros, apresentando
habitos de forrageamento muito ativos e servindo de alimento para outros peixes (BRITSKI et
al. 1986). Ocorrem desde a fronteira dos Estados Unidos com o México até a Argentina e sio
popularmente conhecidos no Brasil como lambaris ou piabas (BRITSKI, 1972).

Os tetragonopterineos mais frequientes nos riachos do sudeste Brasil sdo espécies dos
generos Astyanax, Bryconamericus, Deuteron, Hollandichthys, Moenkhausia, Piabina,
Hemigrammus e Hyphessobrycon (BUCKUP, 1999).

O género Astyanax ¢ um dos mais numerosos da subfamilia Tetragonopterinae € o
mais estudado citogeneticamente. Apresenta vasta distribuigio geografica ocupando
diferentes nichos em uma mesma bacia hidrografica, resultando assim, em grande diversidade
citogenética. O grupo apresenta grande variagdo cariotipica inter e intraespecifica e seu
numero diploide varia de 2n=36 a 2n=50 (OLIVEIRA et al. 1988).

O género Bryconamericus ¢ um dos menos diversificados da subfamilia
Tetragonopterinae, contendo de 30 a 40 espécies bastante similares entre si e distribuidas
entre diferentes regides da América Central e do Sul (GERY, 1977 apud PAINTNER-
MARQUES et al. 2003).

Os cromossomos do género Bryconamericus sao pouco conhecidos, bem como

existem poucos estudos citogenéticos sobre esse grupo de peixes. A maioria das espécies de

Bryconamericus analisada possut um numero diploide de 52 cromossomos (PORTELA et al.



1988: WASKO et al. 1996; CARVALHO et al. 1998, WASKO; GALETTI, 1999;
PAINTNER-MARQUES et al. 2002a, 2002b, 2003).

Da mesma maneira, estudos citogenéticos em populagdes de Piabina sio bastante
escassos havendo um campo de pesquisa bem amplo a ser estudado neste género. O namero
dipléide de cromossomos descrito para Piabina ¢ de 52 cromossomos (PORTELA et al. 1988,
OLIVEIRA, 1994, CARVALHO et al. 1998).

Estudos citogenéticos na subfamilia Tetragonopterinae, além de servir para trazer
informagdes para o entendimento da evolugdo desse grupo de peixes, auxilia nos estudos e na

revisio da sistematica animal.

1.3. MARCACOES CROMOSSOMICAS EM PEIXES

Em relagdo aos padrdes de marcagdo dos cromossomos de peixes, podem-se detectar
as Regides Organizadoras de Nucléolos bem como a distribui¢do de heterocromatina
constitutiva.

As Regides Organizadoras de Nucléolos (NORs) sdo regides do DNA responsaveis
pela transcrigio de RNA ribossdmico e podem ser identificadas, de forma indireta, pela
técnica de impregnagdo pelo nitrato de Prata, onde sdo coradas as proteinas residuais que
permaneceram aderidas as NORs apos as atividades transcricionais desta regido para a
formagdo do nucléolo (MILLER, 1977). Esta técnica ¢ uma das mais empregadas em estudos
de espécies de peixes neotropicais e tem sido observado que os padrdes de AgNORs podem
variar em namero, localizagio, intensidade de coloragdo e tamanho, podendo ocorrer entre
individuos de uma mesma espécie e mesmo entre células de um mesmo individuo
(MOREIRA- FILHO, 1983).

O estudo das NORs, além de contribuir para o conhecimento da estrutura
cromossdmica, pode fornecer informagdo a respeito da atividade génica dessas regides, bem
como possiveis alteragdes cromossdmicas estruturais que tenham ocorrido ao longo da
evolugdo das espécies.

Os peixes neotropicais podem apresentar dois padrdes de distribuicdo de NORs:
alguns grupos as NORs localizam-se em um unico par de cromossomos (NORs simples),

enquanto outros grupos apresentam NORs em varios cromossomos do cariotipo (NORs

multiplas).



Oliveira e Foresti (1994) citam 231 espécies de peixes com numero e/ou localizagdo
das NORs, sendo que destas, 164 apresentaram NORs simples, 35 apresentaram dois pares de
NORs, 32 apresentaram mais de dois pares de cromossomos contendo NORs.

Assim, de acordo com Gold (1984); Galleti et al. (1984); Moreira Filho, et al. (1984),
a ocorréncia de NORs simples tem se mostrado mais freqiiente entre os peixes estudados. No
entanto, dentre os grupos que apresentam NORs em mais de um cromossomo do cariotipo,
estdo algumas espécies da familia Characidae.

No género Astyanax sdo encontradas populagdes com marcagao em apenas um par
cromossdmico como em mais de um par de cromossomos. Esta variacdo pode ser observada
em espécies da bacia do rio Paranaiba, como em A. scabripinnis e A. bimaculatus (ARAUJO,
1999) que apresentaram NORs simples, e 4. altiparanae e A. fasciatus que apresentaram
NORs multiplas (TORRES-MARIANO, 2001).

Na subfamilia Tetragonopterinae, a analise das AgNORs em espécies de
Bryconamericus estudados por Wasko et al. (1996), Wasko e Galetti, (1999) e Paintner-
Marques et al. (2002b) indica ser este género um grupo de NORs multiplas.

Ja no género Piabina ha predominancia de marcagdo pelo nitrato de Prata em um par
de cromossomos (PORTELA et al. 1988).

A evidenciagdo de regides cromossdmicas diferencialmente coradas devido a
localizagio da heterocromatina fornece uma importante ferramenta para caracterizagao dos
cromossomos dos peixes, além de fornecer informagdes sobre o mecanismo de evolugao do
cariotipo entre espécies proximas. A técnica de bandamento C permite a identificagdo de
cromossomos particulares, revelando informagdes muito Uteis para estudos taxonomicos e
evolutivos (AMORES et al. 1993).

A heterocromatina constitutiva € um tipo de material genético que ocorre em porgoes
homologas do par cromossomico, estando inativa (BROWN, 1996 apud PIECZARKA e
MATTEVI, 1998). Esta diretamente relacionada as regides do DNA que possuem sequiéncias
altamente repetitivas, presentes geralmente nas NORs, centromeros, telomeros e as vezes em
algumas regides intersticiais de alguns cromossomos.

Sumner (1990 apud MORELLI, 1998) comenta que as heterocromatinas variam pela
localizagdo cromossémica, composi¢do e organizagdo de seu DNA. Consequentemente,
respondem de forma diversa a alguns métodos de coloragdo. Isto pode ser detectado ndo so
em diferentes blocos, mas também dentro de um mesmo bloco heterocromatico.

Os padrdes de distribuigdo de heterocromatina sdo bastante variados no género

Astyanax, uma vez que estdo presentes desde regides centroméricas e pericentromeéricas em A.



bimaculatos a regides teloméricas dos cromossomos de A. fasciafus (NEO, 1999). Bandas
heterocromaticas intersticiais, centroméricas ¢ teloméricas foram observadas em um grande
numero de cromossomos de populagdes de A. altiparanae do Alto Parana (OLIVEIRA
JUNIOR et al. 2004).

Da mesma forma, a distribui¢do de heterocromatina constitutiva € variavel no género
Bryconamericus. Estudos mostram que cromossomos tratados pelo bandeamento C
apresentam blocos heterocromaticos em regides centroméricas ¢ teloméricas na maioria dos
Bryconamericus aff. iheringii analisados (PAINTNER-MARQUES et al. 2003). Ja Wasko ¢
Galetti Jr. (1998), observaram blocos heterocromaticos nas regides intersticiais, teloméricas e
centroméricas em cinco populagdes de Bryconamericus sp e Portela-Castro (1999 apud
PAINTNER-MARQUES et al. 2003) observou que esses blocos heterocromaticos se
restringem as regides centroméricas em praticamente todos os cromossomos das populagoes

de Bryconamericus sp analisadas.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho € estudar citogeneticamente espécies da subfamilia

Tetragonopterinae. Tal estudo visa a contribuir para uma ampliagdo do conhecimento da
citogenética desses peixes de agua doce da regido neotropical, especificamente, apresentando

subsidios teoricos sobre a historia evolutiva do grupo.

2.2.Objetivos Especificos

e Estudar as caracteristicas cromossomicas de populagdes do género Bryconamericus sp

e do género Piabina, utilizando a coloragdo Giemsa convencional,

e Definir a localizagio das Regides Organizadoras de Nucléolos (NORs) nestes
representantes da subfamilia Tetragonopterinae através da técnica de impregnagdo

pelo nitrato de Prata;

e Observar o padrao de distribuicdo de heterocromatinas constitutivas com técnica de

Banda C em Bryconamericus sp e Piabina.



3. JUSTIFICATIVA

A classificagdo taxondmica animal baseada na filogenia niao ¢ apenas uma
classificagdo informativa e (til, mas que também espelha as relagdes evolutivas entre os
organismos.

Para que se obtenha sistematicamente um taxon natural é necessario que o grupo em
questdo seja monofilético, ou seja, o grupo deve possuir um ancestral comum recente e todos
os seus descendentes (RAVEN, 1985). Embora esse ideal que resulta em grupos naturais soe
de modo relativamente simples, freqiientemente torna-se dificil consegui-lo.

Em muitos casos os biologos ndo tém conhecimento suficiente sobre a historia
evolutiva dos organismos para estabelecer taxons que sejam monofiléticos com um razoavel
grau de seguranga.

Os Tetragonopterinae possuem parte de sua sistematica mal definida, representando
um aglomerado polifilético (BUCKUP, 1999).

Ao se estudar a citogenética desses peixes, pode se fazer um levantamento do padrio
cromossomico das espécies, dos tipos de cromossomos existentes € com isso estudar o0s

possiveis modos da evolugdo cariotipica dentro da subfamilia Tetragonopterinae.



4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material

A coleta de 10 exemplares de Bryconamericus sp (5 fémeas e 5 machos) e de 6
exemplares de Piabina (5 fémeas e 1 macho) para a pesquisa foi feita em ocasioes diferentes
do ano, respectivamente, no rio Araguari e no corrego dos Caetano, pertencentes a bacia do

rio Paranaiba.

4.2. Metodologia
4.2.1. Obtencio de cromossomos mitéticos

e Tratamento "in vitro"

Técnica descrita por Foresti et al. (1993):

1. Colocar rim cefalico (ou por¢des em regeneragdo de branquias ou nadadeiras) em 6 ml de
solugdo salina de Hanks em uma placa de Petri.

2. Dissociar bem o material

3. Retirar o sobrenatante com um pipeta Pauster, colocando o material em tubo de centrifuga.
4. Pingar uma gota de colchicina 0,025%

5. Pipetar mais ou menos 50 vezes

6. Levar o material a estufa (36°C) por 15 minutos

7. Centrifugar por 7 minutos a 500 rpm por minuto

8. Desprezar o sobrenatante e completar para 6 ml de cloreto de potassio (KCl)

9. Suspender novamente pipetando por mais 100 vezes

10. Levar novamente a estufa a 36°C por mais 20 minutos

11. Pingar 6 gotas de metanol-acético proporgdo 31

12. Pipetar devagar por mais 100 vezes

13. Deixar o material descansar por 5 minutos

14. Dobrar o volume com fixador e pipetar por mais 100 vezes

15. Centrifugar por 10 minutos

16. Desprezar o sobrenatante e completar para 6 ml com o fixador, pipetando por 100 vezes.
17. Centrifugar por 7 minutos, repetindo essa lavagem por duas vezes.

18. Diluir o material de forma a se obter uma suspensao nao muito turva
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19. Pingar o material nas laminas que deverdo estar previamente aquecidas em banho-maria a
64°C

20. Corar por 10 minutos com Giemsa 5% em tampéo fosfato pH 6,8.

e Preparagdes diretas

Técnica de preparagoes diretas, adaptada por Bertollo (1978), para estudos cromossdomicos em

peixes, com pequenas mudangas:

1. Injetar, intra-peritonialmente, colchicina a 0,025%, na proporgdo de 1 ml/100g de peso do
animal.

2. Deixar o peixe em um aquario bem aerado, por aproximadamente uma hora, sacrificando-o
a seguir e retirando os 6rgdos desejados.

3. Lavar rapidamente um fragmento do 6rgao retirado (rim cefalico) em solugio hipotdnica de
KCl1 0,075M

4. Transferir o material para uma pequena cuba de vidro, contendo 6 ml de solugdo hipotonica
de KCl a 0,075M.

5. Fragmentar bem o material, com auxilio de pingas de dissecgdo, completando-se este
processo com uma seringa hipodérmica, desprovida de agulha, através de leves movimentos
de aspiragdo e expiragao do material, facilitando-se a separacgéo das células, até se obter uma
suspensdo celular homogénea.

6. Colocar a suspensdo obtida a 36-37 °C, durante 20 minutos.

7. Suspender novamente o material com bastante cuidado, com auxilio de uma pipeta Pasteur,
e transferir a suspensdo obtida para um tubo de centrifuga.

8. Acrescentar algumas gotas de fixador, recém preparado, (alcool metilico - 4cido acético-
3:1), suspender novamente 0 material e centrifugar por 10 minutos, a 700 rpm, descartando o
sobrenatante com pipeta Pasteur

9. Adicionar, vagarosamente 5-7 ml de fixador recém preparado, deixando escorrer através
das paredes do tubo.

10. Suspender novamente o material, cuidadosamente, com auxilio da pipeta Pasteur.

1. Repetir os itens 8 a 10 por duas vezes. Apos a ultima centrifugagdo e eliminagdo do
sobrenatante, adicionar 1 ml de fixador e suspender novamente bem o material. Este podera
entdo ser guardado em geladeira, acondicionado em pequenos frascos tipo "ependorff”, ou

trabalhado conforme os seguintes passos.
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12. Pingar 3-4 gotas da suspensdo obtida, sobre diferentes regides de uma ldmina bem limpa e
seca a 64 °C.,

13. Deixar secar ao ar.

14. Corar com solugdo de Giemsa a 5%. Em tampao fosfato (pH=6,8), durante 10 minutos.

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

4.2.2. Deteccio das Regides Organizadoras de Nucléolos (NORs)

Técnica descrita por Howell € Black (1980):

1. Pingar sobre a lamina, preparada conforme a técnica adotada para cromossomos mitoticos,
1 gota de solugdo aquosa de gelatina a 2% (acrescida de 4cido férmico na proporgdo de 1 ml
para cada 100 ml de solugdo).

2. Adicionar, sobre a gota anterior, 2 gotas de solugdo aquosa de nitrato de prata a 50%.

3. Misturar bem e cobrir com laminula.

4. Incubar em estufa a 60°C, por um periodo de aproximadamente 7 minutos, dependendo de
um monitoramento de coloragio da lamina e dos CrOmOSsSOmos, a0 Microscopio.

3. Apos o tempo apropriado, quando os cromossomos assumem uma tonalidade amarelada e
as NORs e os nucléolos uma coloragdo preta ou marrom, lavar em agua deionizada,

possibilitando que a laminula seja retirada naturalmente pela propria agua.

4.2.3. Deteccio da Heterocromatina Constitutiva-Banda C

Técnica descrita por Sumner (1972):

1. Tratar a lamina contendo cromossomos mitdticos com uma solugdo de HCI 02N, a
temperatura ambiente, durante 15 minutos.

2. Lavar em agua deionizada e secar ao ar.

3. Submergir as 1dminas numa cuba contendo solug¢o de hidroxido de bario a 5% por 5 a 30
minutos, a 41°C.

4. Lavar em solu¢do de HC1 0,2N.

5. Lavar em agua deionizada e secar ao ar.

6. Incubar as laminas numa solugdo salina 2xSSC, aquecida, por 1 hora a 60°C.

7. Lavar em agua deionizada e secar ao ar.
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8. Corar com Giemsa a 10%, em tampdo fosfato pH 6,8 durante 30 minutos.

9. Lavar em agua deionizada e secar ao ar.

4.2.4. Deteccao da Heterocromatina Constitutiva modificada

Técnica descrita por Sumner (1972) com algumas modificagdes:

1. Tratar a lamina contendo os cromossomos mitoticos com uma solucio de HCI 02N, a
temperatura ambiente, durante 15 minutos.
2. Lavar em agua deionizada e secar ao ar.
3. Submergir as ldminas numa cuba com 2 x 2xSSC por 15 minutos.
. Lavar e secar ao ar.

. Submergir as ldminas em uma cuba com hidroxido de Bario a 5% por 30 minutos, a 41°C.

4
5
6. Lavar em solugdo de HCI 0,2N e em seguida em agua deionizada e secar ao ar.
7. Incubar as laminas numa solu¢do salina de 2xSSC, aquecida por 45 minutos a 60°C.
8. Lavar em agua deionizada e secar ao ar.

9. Corar com Giemsa a10%, em tampao fosfato pH 6,8 durante 30 minutos.

10. Lavar em agua deionizada e secar ao ar.

4.2.5. Medidas cromossomicas

As melhores metafases serdo escolhidas para montagem final dos diferentes cariotipos,
com a finalidade de determinar os tipos cromossémicos, seu tamanho e niamero fundamental
(NF) de cada cariotipo Assim, as melhores fotografias serio recortadas e os cromossomos
organizados em ordem decrescente de tamanho, em seguida cada um sera medido utilizando-

se um compasso com duas pontas secas e um paquimetro. Cada segmento retilineo de cada

cromatide sera transportado para uma folha branca ou papel milimetrado, através do
compasso, at€ se compor o tamanho total da cromatide, este procedimento sera utilizado para

calcular a relagdo de bragos (RB) e a morfologia de cada cromossomo sera estabelecida.



4.2.6. Montagem dos cariotipos

As fotografias serdo recortadas € 0s cromossomos dispostos em ordem decrescente de

tamanho, combinando-se o ajuste visual e as medidas efetuadas.
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5. RESULTADOS

5.1. Género Bryconamericus

Foram preparados ¢ analisados 10 exemplares de Bryconamericus sp (5 fémeas e 5
machos) provenientes do rio Araguari (Uberlandia, MG).

O numero cromossdomico diploide observado foi de 2n=52 cromossomos para machos
e fémeas (Figuras 1 e 2) de Bryconamericus sp. As metafases analisadas apresentaram
Cromossomos metacentricos, submetacéntricos, subtelocéntricos e acrocéntricos (Figuras 3a €
3b).

No caso dos exemplares analisados do genero Bryconamericus, o padréo de
distribui¢do das Regides Organizadoras de Nucléolos mostrou-se multiplo com duas a quatro
marcagdes com nitrato de Prata com a NOR detectada na regido telomérica do brago curto de
cromossomos submetacéntricos e subtelocéntricos, como mostrado na Figura 3c.

O emprego da técnica de bandamento C permitiu a visualizagdo de bandas
heterocromaticas em regides centromericas € teloméricas de cromossomos de todos os tipos.
Ha presenga de marcagoes bem evidentes e outras mais palidas nos cromossomos analisados
(Figura 3d).

No cariotipo 0s 52 cromossomos de Bryconamericus sp foram arranjados em ordem
decrescente (Figuras 4a e 4b).

Um individuo macho apresentou em seu cariotipo um par heterologo bastante evidente
em todas as metafases analisadas, formado por um Cromossomo metacéntrico € um

subtelocéntrico (Figura 5).
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Figura 1. Namero dipl6ide para exemplares de fémeas de Bryconamericus sp.
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Figura 2. Numero diploide para exemplares de machos de Bryconamericus Sp.
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Figura 5. Cariotipo de macho de Bryconamericus sp com heteromorfismo no primeiro par
de cromossomos metacéntricos. Dois tipos de cromossomos nio pareados sdo obse
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Figura 6. Alteracio cromossomica do tipo inversao pericéntrica observada em um individuo

macho de Byconamericus sp. As bandas cromossdmicas Sdo representativas.
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5.2. Género Piabina

Foram preparados e analisados 6 exemplares de Piabina (5 fémeas ¢ 1 macho)
provenientes do corrego dos Caetano (Uberlandia, MG).

O namero cromossdmico diploide observado para o género foi de 2n=52 cromossomos
para machos e fémeas (Figura 7.

As metafases analisadas de Piabina evidenciaram cromossomos metacéntricos,
submetacéntricos, subtelocéntricos e acrocéntricos (Figura 8a).

O emprego da técnica de bandamento C permitiu a visualizagdo de bandas
heterocromaticas em regides biteloméricas dos cromossomos (Figura 8b).

O padrio de distribuigdo das Regides Organizadoras de Nucléolos mostrou-se
multiplo, com duas a quatro marcagdes com nitrato de Prata, com a NOR detectada na regiéo

telomérica dos cromossomos (Figuras 8¢ e 8d).

n° de cromossomos

Figura 7. Namero dipldide para exemplares do género Piabina.
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Figura 8. Metafase de Piabina com coloragéio Giemsa convencional (a), evidenciando
as regides de heterocromatina constitutiva (b) e metéafases tratadas com nitrato de
Prata (c) e (d).
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6. DISCUSSAO

6.1. Género Bryconamericus

A estrutura do cariotipo de Bryconamericus sp proporciona condi¢des de
caracterizacdo individual de diferentes espécies, podendo ser considerados como diagnosticos
dados como: numero diploide, formula cromossdmica, namero e posigdo de NORs como
também quantidade e distribui¢ao da heterocromatina constitutiva.

Através da técnica de preparacio direta dez individuos do género Bryconamericus
apresentaram metafases em condicdes possiveis de analise, sendo 5 machos e 5 fémeas. O
numero cromossdmico diploide observado para O género foi de 2n=52 cromossomos para
machos e fémeas.

Estudos da populagdo de Bryconamericus stramineus também revelaram um numero
diploide de 2n = 52 cromossomos, com a ocorréncia de 13 pares de cromossomos
metacéntricos e submetacéntricos e 13 pares de cromossomos subtelocéntricos € acrocéntricos
(PORTELA et al. 1988). A analise citogenctica feita por Paintner-Marques et al. 2003, em
individuos de Bryconamericus aff. iheringii revelou um nimero diploide de 52 cromossomos
e um cariotipo com SM+22SM+10ST+12A.

As espécies machos e fémeas de Bryconamericus sp do presente estudo apresentaram
o cariotipo assimétrico, uma vez que se notou a presenca de cromossomos de todos os tipos €
tamanhos. Apesar dos exemplares machos € fémeas possuirem o mesmo numero diploide,
2n=52, a estrutura cariotipica dos individuos variou, obtendo-se formulas cromossomicas com
18M + 14SM + 12ST + 8A e com 16M+14SM+14ST+8A. Esta variagdo nos citotipos dos
individuos pode ser devido a diferenga de condensagdo entre 0S Cromossomos. Variagdo nos
citotipos foi observada também nos estudos de Wasko et al. (1996), em que individuos de
Bryconamericus sp apresentaram 0 mesmo numero diploide de 52 cromossomos, porém com
dois citotipos distintos (6M+30SM+6ST+10A ¢ 10M+ 6SM+18ST+18A).

No entanto, um individuo macho de Bryconamericus sp apresentou um par heterologo
bastante evidente em todas as metafases analisadas, formado por um Cromossomo

metacéntrico e um subtelocéntrico, tendo, portanto, formula cromossomica igual a 19M +

14SM + 11ST + 8A.
Apesar da necessidade de maiores confirmacdes, provavelmente, o cariotipo desse

individuo macho sugere uma alteragio cromossomica estrutural do tipo inversdo pericéntrica
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de um dos cromossomos do primeiro par do subtelocéntrico, fazendo com que este
Cromossomo se tornasse um metacéntrico, formando, assim, o par heterologo (Figura 6).

A presenga de um par heterologo de cromossomos foi observada por Paintner-
Marques et al. (2002a), em que 40% dos citotipos de Bryconamericus aff. exodon analisados
apresentaram heteromorfismo no primeiro par de Cromossomos metacéntricos. Os autores
atribuem essa variagdo a rearranjos cromossomicos do tipo inversdo pericéntrica com a perda
de um segmento ou a direta dele¢do de um dos homologos, uma vez que o numero diploide de
52 cromossomos foi mantido.

Em peixes, ja foram descritos numeros e/ou localizacio das Regides Organizadoras de
Nucléolos em 231 espécies sendo que entre estas, 71% apresentam NOR simples, 15%
apresentam NORs multiplas, com dois pares de cromossomos evidenciados e 14% apresentam
mais de dois pares cromossomicos marcados (OLIVEIRA,; FORESTI, 1994).

Situagdes polimorficas que envolvem diferencas de tamanho das marcagOes entre
cromossomos homologos, sdo muito frequentes entre varias espécies (FORESTI et al. 1981,
entre outros).

No caso dos exemplares analisados do género Bryconamericus, o padrio de
distribuigdo das Regides Organizadoras de Nucléolos mostrou-se multiplo com duas a quatro
marcagdes com nitrato de Prata com a NOR detectada na regido telomérica do brago curto de
cromossomos submetacéntricos e subtelocéntricos.

Estudos com Bryconamericus aff. exodon mostraram NORs detectadas na regiao
telomérica de bragos curtos e longos de cromossomos metacéntricos e submetacéntricos
(PAINTNER-MARQUES et al. 2002b). Wasko e Galetti Jr. (1999) identificaram nove
fenotipos distintos em quatro espécies de Bryconamericus, considerando o0 namero € a
localizagio das NORs.

De todas as espécies analisadas até o presente, somente Bryconamericus aff. ihieringii
da bacia do rio Tibagi (PR), apresentou sistema de NOR simples (PAINTNER-MARQUES et
al. 2002b). Assim, a ocorréncia de NORs maltiplas, como ocorre na populagdo do rio
Araguari, parece ser a caracteristica do género Bryconamericus.

A distribui¢io de heterocromatina constitutiva ¢ variavel no género Bryconamericus.
Estudos mostram que cromossomos tratados pelo bandeamento C apresentam blocos
heterocromaticos em regides centromericas € teloméricas na maioria dos Bryconamericus aff.

ihieringii analisados (PAINTNER-MARQUES et al. 2003). Ja Wasko e Galetti Jr. (1998),

observaram blocos heterocrométicos nas regides intersticiais, teloméricas e centroméricas em

cinco populagdes de Bryconamericus sp € Portela-Castro (1999 apud PAINTNER-
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MARQUES et al. 2003) observou que esses blocos heterocromaticos se restringem as regioes
centroméricas em praticamente todos os cromossomos das populagdes de Bryconamericus sp
analisadas.

O emprego da técnica de bandamento C na populagdo do rio Araguari permitiu a
visualizagio de bandas heterocromaticas em regioes centroméricas ¢ teloméricas de
cromossomos de todos 0s tipos. Ha presenca de marcagoes bem evidentes e outras mais
palidas nos cromossomos analisados. Este padrdo da populagdo de Bryconamericus sp do rio

Araguari mostrou-se similar ao descrito por outros autores op cit.

6.2. Género Piabina

O namero cromossdmico diploide observado para o género foi de 2n=52 Cromossomos
para machos e fémeas, assim como descrito por Portela et al. 1988: Oliveira, 1988 ¢ Carvalho
et al. 1998.

As metafases analisadas evidenciaram cromossomos metacéntricos, submetacéntricos,
subtelocéntricos € acrocéntricos neste género. Portela et al. (1988) constataram tanto para
Bryconamericus stramineus como para Piabina argentea a ocorréncia de 13 pares de
Cromossomos metacéntricos € submetacéntricos € 13 pares de cromossomos subtelocéntricos
¢ acrocéntricos.

No presente estudo, a coloragdo com nitrato de Prata evidenciou NOR multipla em
Piabina, com 2 a 4 cromossomos marcados na regido telomérica. Apesar de ter sido
observado até quatro Cromossomos marcados com o nitrato de Prata, Portela et al. (1988),
observou com mais freqiéncia em Piabina argentea apenas um par de cromossomos
marcados sendo, entretanto, constatadas variagdes em numero e tamanho destas regioes.

A Regido Organizadora de Nucléolo, detectada em 4 espécies, mostrou um
comportamento caracteristico entre cada uma delas. Neste caso, a situagao mais freqiiente foi
a presenga de um par de NOR. A multiciplicidade das NORs observadas em P. argentea ¢ as
diferengas interespecificas na posi¢do destas nos cromossomos sugerem que as modificagdes
no cariotipo do grupo tambeém podem envolver regioes contendo cistrons ribossomais
(PORTELA et al. 1988).

Em relagdo ao emprego da técnica de bandamento C, visualizaram-se cromossomos

com marcacdes centroméricas € biteloméricas, diferentemente da populagao de
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Bryconamericus sp do presente estudo que apresentou Cromossomos com marcas intersticiais,
centromericas ¢ telomericas.

De acordo com Eigenmann (1917), os géneros Piabina e Bryconamericus estao
estritamente relacionados. Ja 0s géneros Astyanax € Moenkhausia, tipicos da subfamilia
Tetragonopterinae, estao mais relacionados entre si do que com outros grupos, sugerindo que
diversas linhagens se diferenciaram a partir deles.

Dessa forma, estes dados cromossdmicos ajudam no esclarecimento das interrelagoes
existentes entre os peixes da subfamilia Tetragonopterinae, uma vez que OS géneros
Bryconamericus € Piabina apresentaram semelhangas como o numero diploide igual a 52
cromossomos, cromossomos  de todos os tipos (metacéntricos, submetacéntricos,

subtelocéntricos e acrocéntricos) € sistema de NOR multiplo.
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