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Resumo Geral

A familia Characidae é o grupo mais complexo entre os Characiformes e
representa um grande grupo de peixes de dgua doce da América do Sul. A
subfamilia Tetragonopterinae destaca-se na familia Characidae por englobar o
maior nimero de espécies entre 0s peixes. Sua distribuicdo geografica
Compreende desde a fronteira do México com Estados Unidos até a Argentina. O
género mais estudado citogeneticamente dentro dessa familia & o Astyanax
popularmente conhecido por lambari, piabas e outros. Devido a ampla
variabilidade cariotipica observada na espécie Astyanax scabripinnis, o presente
trabalho teve por objetivo comparar citogeneticamente quatro populagées dessa
especie da regido do triangulo mineiro (municipios de Uberlandia e Campina
Verde), sendo trés popula¢des da bacia do rio Paranaiba, (cérregos Jatai, dos
Caetano e Cruz da Retirada Bonita) e uma da bacia do rio Grande (cérrego da
Manga). As quatro populagbes apresentaram numero dipldide igual 50
cromossomos com excegao de quatro exemplares machos do corrego Jatai, que
apresentaram um cromossomo supranumerario (2n=50+1B). A impregnacéo pela
Prata evidenciou um sistema de NORs mdiltiplas. Os blocos de heterocromating
constitutiva foram localizados na regiao centromérica e pericentroméricas de

alguns cromossomos, além de uma banda intersticial num cromossomo

acrocéntrico na populagdo do corrego Cruz da Retirada Bonita. A utilizagdo da
Cromomicina As (CMA3) em metafases de individuos dos corregos Cruz da

Retirada Bonita, dos Caetano e Jatai indicou que os sitios AgNORs,
apresentaram-se CMA;". Os fluorocromos evidenciaram outras regides
cromossémicas ricas em bases GC além daquelas correspondentes s NORs
evidenciadas pela Prata. As diferencas citogenéticas (niimero e posicionamento
das NORs, quantidade de segmentos heterocromaticos) observadas nas quatro
populacdes de A. scabripinnis provavelmente podem ser atribuidas ao tipo de
habitat ocupado por esta espécie. Apesar de trés populacées pertencerem 3§
mesma bacia hidrografica, o comportamento de habitar preferencialmente
cabeceiras de pequenos riachos € um forte indicio que justifica tais diferencas,
pois a barreiras fisicas e a distancia que separam as popula¢des ocasionam o

isolamento das mesmas e impedem a ocorréncia de fluxo génico favorecendo a

fixagdo de possiveis alteragoes.



Abstract

The characidae family is the most complex group among the characiformes
and represents a huge group of sweet water fish from South America. The
Tetragonopterinae subfamily detaches itself in the characidae family because it
has the most species among the fishes. Its geographic distribution goes from the
frontiers of Mexico and United State of America to Argentina. The most genus
studied cytogenetically within this family is the Astyanax which is popularly known
as lambari, piaba and others. Despite the huge karotypic variability observed in the
Astyanax scabripinnis specimen, the present work had the purpose to compare
cytogenetically four populations this specie from the Triangulo Mineiro region
(Uberlandia and Campina Verde town), being three populations from Paranaiba
River basin (Jatai, dos Caetano and Cruz da Retirada Bonita Streams) and one

from Grande River basin (da Manga Stream). All of them presented a 50

chromosomes diploid number but four male samples from Jatai Stream presented

a supernumerary chromosome
NORs system. The constitutive heterochromatine blocks were localized in the

(2n=50+1B). The silver staining showed a multiple

centromeric and pericentromeric regions in some chromosomes beyond an
interstitial band in an acrocentric chromosome in the Cruz da Retirada Bonita
Stream population. The use of chromomicine As (CMAz) in metaphases of
individuals from Cruz da Retirada Bonita, dos Caetano and Jatai Streams
indicated that the AgNORs sites were CMA3". The fluorochromes showed other
chromosomic regions GC bases rich beyond those NORs regions silver stained.

The cytogenetic regions (number and positioning of NORs quantity of

heterochromatic sections), observed in the four A. scabripinnis populations

probably can be attributed to the enviro
me hydrographic basin, the behavior to inhabit

nment of this specie. Despites three of the

populations are belonged to the sa
preferentially the head of small rivers is a strong sign that justify such differences,
because the physical barriers and the distance that separate these populations

lead to their isolation and prevent the genic flow favouring establishment of

possible alterations.




Citogenética de quatro populagbes de Astyanax scabripinnis (Pisces, Characidae)

1. Introdugdo Geral

1.1. Os peixes como material de estudo

Os peixes primitivos deram origem a todos os outros vertebrados
existentes. A partir dos grupos primitivos, Agnathas (a = sem, gnathos = maxila) e
Placodermis (placo = placa, derma = pele) surgiram duas classes dominantes de
peixes modernos: Chondrichthyes € Osteichthyes (McALESTER, 1971), os quais
formam um grupo muito numeroso e diversificado.

Segundo Brum (1995) a maioria dos peixes atuais esta contida na classe
Osteichthyes (ou dos peixes dsseos) que se divide em quatro subclasses: Dipnoi
(peixes pulmonados); Crossopterygii (a do celacanto), Brachyopterygii e
Actinopterygii (peixes com nadadeiras que apresentam raios de sustentag&o).

Entre os Osteichthyes um grupo de peixes com grande distribuigdo mundial
é o Ostariophysi representado por um quarto dos teledsteos (FINK; FINK, 1981).
Neste grupo destaca-se a ordem Characiformes, que apresenta grande

diversidade de espécies € Seus representantes encontram-se amplamente

distribuidos em aguas neotropicais.
Pelo fato dos peixes ocuparem posicéo central na evolugdo dos

vertebrados e apresentarem caracteristicas bioldgicas peculiares, os mesmos
constituem um grupo importante para estudos genéticos e citogenéticos que
auxiliam na compreensdo dos processos evolutivos dos vertebrados (TOLEDO-

FILHO et al., 1978).

H& muito tempo ja se conhece que a
ndes bacias e dois complexos de bacias

ictiofauna do Brasil esta entre as mais

diversificadas do mundo. Trés gra

hidrogréaficas contribuem com grande potencial hidrico existente neste territdrio.

Estas bacias s&o a do rio Amazonas, a do rio Tocantins e a do S&o Francisco e os

dois complexos de bacias s&o o do Prata e do Atlantico. Na bacia Amazdnica,

encontra-se o maior nimero de espécies de peixes da regi@o Neotropical, “a

fauna de outras bacias nada mais & do que fragdes desta imensa fauna”
(DARLINGTON, 1957 apud MENEZES, 1972).
Na América do Sul, 0 grupo mais complexo entre os Characiformes,

segundo Britski et al. (1988) é a familia Characidae, compreendendo cerca de 30




Citogenética de quatro populagées de Astyanax scabripinnis (Pisces, Characidae)

subfamilias e representando um grande conjunto de peixes de agua doce. Nesta
familia & encontrada grande “parte” dos peixes de escamas conhecidos no Brasil
© Que apresentam imensa variedade de formas. Alguns representantes desta
familia s&o: lambaris, piracanjubas, piranhas, pacus, peixe-cachorro, dourado, etc,

com espécies medindo desde 2cm, como as pequiras até mais de um metro,

como o dourado (BRITSKI, 1972).
A morfologia basica da maioria dos peixes & fusiforme, forma hidrodinamica

que lhes oferece menor resisténcia ao deslocamento na agua. A variedade de
formas é muito grande, podendo ser achatados dorsoventralmente, lateralmente,
serpentiformes (em forma de fita) dentre outras. Os peixes podem habitar locais
muito variados como aguas frias de montanha, aguas quentes, doce ou salgadas,
estagnadas ou correntes, com variadas concentragGes de oxigénio e minerais, o
que acarreta grande plasticidade genotipica e fenotipica para habitar tao
diferentes locais.

A subfamilia Tetragonopterinae destaca-se na familia Characidae por
englobar o maior numero de espécies entre os peixes. Sua distribuico geografica
Compreende desde a fronteira do México com os Estados Unidos até a Argentina
(BRITISKI, 1972). Esta subfamilia é constituida por espécies de pequeno porte,
com até 200mm (GARUTTI, 1999). O género Astyanax é o mais comum na
subfamilia Tetragonopterinae e algumas espécies que compreendem este género
s&o: A. scabripinnis, A. fasciatus, A. eigenmanniorum, A. shubarti, A. taeniatus, A.

lineatus, A. mexicanus, A. altiparanae, A. janeiroensis, dentre outras.

Popularmente, esses peixes s&o conhecidos por lambaris, piabas, matupiri,
canivete e caracterizam-se por apresentarem duas séries de dentes no pré-
maxilar, com cinco dentes na série interna, linha lateral completa e nadadeira
caudal nua, com escamas apenas na base. Além disso, os dentes da mandibula
decrescem de tamanho, abruptamente, apds o 3° — 4° dente anterior (BRITSKI,
1972). As espécies do género Astyanax alimentam-se, principalmente, de laryas
de insetos aquaticos, pupas, imagos e algas, sendo elementos importantes para a
manutencdo do equilibrio ecologico. Apresentam comportamento reprodutivo
semelhante aos peixes de piracema, realizando curtas migragées ascendentes na

época das cheias, que thes permitem um certo estimulo necessario para
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reprodugéo. Na cadeia alimentar, tem papel relevante como “espécies forrageiras”
para individuos ictiéfagos, de maior porte, como o dourado (GODOY, 1975).
Astyanax scabripinnis é uma espécie restrita as cabeceiras de rios, riachos
e corregos, onde formam populagdes isoladas. Melo (2000 apud MANTOVANI,
2001) demonstrou, em seus estudos, que individuos dessa espécie s&o
especialistas nesses ambientes e, dificiimente, sobreviveriam em outros. As
caracteristicas bioldgicas somadas as ecoldgicas, torna essa espécie um

importante material para estudos citogenéticos e evolutivos.

1.2. A citogenética no grupo dos peixes

Em 1943, com o trabalho de Wickbom nasceu a citogenética de peixes
Neotropicais, com estudos de espécies da ordem Cyprinodontiforme (OLIVEIRA,
1994). Embora informagdes sobre citogenética de peixes estejam cada vez mais
disponiveis, com o incremento das atividades de pesquisa neste campo, o
conhecimento de cariétipos de peixes, em fungéo do grande nimero de espécies,
ainda é bastante reduzido e muito inferior ao de mamiferos e de outros grupos de
seres vivos.

Os primeiros trabalhos citogenéticos em peixes de agua doce realizados
por pesquisadores brasileiros datam de 1970. Em 1978, iniciavam-se os estudos
citogenéticos de A. scabripinnis com o trabalho realizado por Moreira-Filho et al.
(1978) em uma populagéo proveniente do ribeir&o dos Bicudos (Brotas - SP),
onde observou o numero dipldide de 50 cromossomos. Em seguida vérios outros
estudos foram e estdo sendo realizados em populagbes dessa espécie,
provenientes de diferentes bacias hidrogréficas, com descricéo de trés numeros
cromossémicos distintos, 2n=46 (MOREIRA-FILHO; BERTOLLO, 1991; VIEIRA et
al.,, 1998; KANAYAMA; GIULIANO-CAETANO, 2002), 2n=48 (MOREIRA-FILHO:;
BERTOLLO, 1991; SOUZA et al, 1995 SOUZA et al, 1996, MIZOGUCHI
MARTINS-SANTOS, 1998; MANTOVANI et al.,, 2000; MAISTRO et al., 2000a;
FERNANDES: MARTINS-SANTOS, 2002) e 2n=50 que até o momento, é o
nimero mais comum (MOREIRA-FILHO et al, 1978, MOREIRA-FILHO;
BERTOLLO, 1991; VICENTE et al., 1996, MESTRINER et al. 2000, entre outros).

Além da variabilidade presente no niimero diploide, também, € observada grande
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diversificagdo quanto a distribuigdo de heterocromatina constitutiva, morfologia
cromossdmica, tamanho e quantidade de regides organizadoras de nucléolos e
presenca ou auséncia de cromossomos supranumerarios.

Moreira-Filho e Bertollo (1991) estudando populacdes de A. scabripinnis
das bacias do rio S&o Francisco, Tieté e Parana, observaram o qudo complexa é
essa espécie, pois os dados obtidos indicaram trés nimeros dipléides, 2n=46, 48
e 50, variacéo no padrdo da banda C e NOR. Estes dados somados aos dados
morfométricos levaram os autores a sugerirem que A. scabripinnis se trata de um
complexo de espécies, o qual foi denominado de “complexo scabripinnis’.

Frente ao aumento significativo desses estudos nota-se diversos
comportamentos da organizacéo do caridtipo deste pequeno peixe. Vieira et al.
(1998) descreveram o caridtipo de animais de trés populagbes diferentes, todas
da regido de Botucatu - SP. A populagao do ribeirdo da Quinta apresentou um
nimero dipldide 2n=50, a do rio Capivara, com dois citotipos diferentes tendo
2n=48 e 2n=50 e a terceira, a do cérrego Agua de Madalena, com trés citétipos
diferentes sendo 2n=46, 48 e 50 e, ainda, alguns exemplares com cromossomos

supranumerdrios. Abel e Moreira-Filho (1998) descreveram outras duas
populacdes com distintos numeros diploides, sendo cada uma proveniente de

riachos diferentes da bacia do rio S&o Francisco (2n=46 e 50).
Além das variacdes do ndmero 2n, o numero fundamental (NF) também,

tem se mostrado bastante varidvel. De acordo com Souza e Moreira-Filho (1995),
duas populacdes da bacia Paraiba do Sul - SP, localizadas em altitudes diferentes
(1800m e 780m) apresentaram 0 mesmo numero 2n=50 mas, com diferentes
ndmeros fundamentais (NF), sendo que na populacéo localizada a 1800m de
altitude, o NF foi igual a 86 (3M+128M+33T+7A) em exemplares machos e para a
populagéo de 780m, NF=70 (2M+5SM+3ST+15A) em ambos os sexos, somadas
as variacdes no bandamento C e NOR, evidenciando um aumento expressivo de

cromossomos do tipo submetacéntrico em uma populagéo e do tipo acrocéntrico,

em outra.
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1.3. Bandamentos cromossémicos

A heterocromatina € um interessante marcador cariotipico e é usada para
caracterizar diversas variagbes nos cromossomos de peixes.

O termo heterocromatina foi, primeiramente, descrito por Emil Heitz em
1928, que demonstrou a existéncia de dois tipos de cromatina: a eucromatina e a
heterocromatina (GUERRA, 1988).

Brown (1966 apud ABEL, 2001) diferenciou a heterocromatina em duas
categorias: heterocromatina facultativa e heterocromatina constitutiva. A ultima
pode ser constituida por sequéncias altamente repetitivas de DNA, referidas
também, por DNA repetitivo ou satélite (THERMAN; SUSMAN, 1996). Os blocos
de heterocromatina normalmente distribuem-se em torno das regides
organizadoras de nucléolos, nos centromeros, teldmeros ou intercaladas em
outras regiées ao longo do cromossomo (GUERRA, 1988, MOLINA, 1995). A
auséncia de atividade génica € uma das principais caracteristicas desse tipo de
heterocromatina (GUERRA, 1988). Este fato tem sido contestado uma vez que ja
foi observado que em alguns animais como anfibios (VARLEY et al., 1980) e
mamiferos (SPERLING et al., 1987) que essa regido pode apresentar atividade
transcricional. Apesar de varios estudos sobre a heterocromatina constitutiva, ndo
é possivel, ainda, afirmar a sua verdadeira fungao.

Pieczarka e Mattevi (1998) relacionam hipéteses propostas por alguns
autores sobre as possiveis fungbes da heterocromatina constitutiva, que s&o:
importancia na especiagéo; hipbtese do guarda costas, isto &, proteger regites
eucromaticas do genoma contra qualquer ‘“fator’ prejudicial a estes locais;
organizacdo centromérica. Outros autores acreditam que a heterocromatina seja
apenas porgdes de DNA “lixo” (junk).

Darlington e La Cour, em 1940, pela técnica de “tratamento a frio” (2°C),
observaram heterocromatina constitutiva de plantas. Nessa temperatura, a
heterocromatina de cromossomos metafasicos apresentava-se como regiées mais
descondensadas que a eucromatina mas, esta tecnica e pouco viavel, pois
poucas espécies apresentam esse tipo de comportamento. Mais tarde foram
desenvolvidas técnicas que tornaram possiveis a sua observagdo com maior
detalhes. Tais técnicas séo: auto radiografia do DNA de sintese tardia, hibridagéo
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“in sit” do DNA satélite, bandamento C e fluorocromos base-especificos
(GUERRA, 1988).

Para evidenciar as regides heterocromaticas, o bandamento C é a técnica
mais empregada por ser econdmica e apresenta resultados satisfatérios. Nesta
técnica, a lamina contendo cromossomos metafasicos € tratada com acido,
posteriormente solucéo basica e em seguida é exposta em solugéo salina quente
(SUMNER, 1972). Um possivel mecanismo € proposto por Holmquist (1979, apud
MARGARIDO, 1995) para explicar como agem os reagentes “‘no DNA”, o &cido
ocasiona a depurinagédo; a base faz a B-eliminag&o e a solucdo salina causa a
extracdo do DNA. Estudos sugerem que ha uma forte associagéo entre as
proteinas e o DNA na heterocromatina, quando comparadas a eucromatina,
sendo esse o motivo da extracdo do DNA da eucromatina formando bandas nos
cromossomos quando 0s mesmos sao corados com Giemsa (GUERRA, 1988).

O bandamento C nos permite observar a variabilidade da heterocromatina
constitutiva, isto &, quantidades variaveis de heterocromatina constitutiva no
cariétipo de plantas e animais. Em plantas da espécie Gibasis karwinskyana
Kenton (1991 apud PIECKZARCA: MATTEVI, 1998) detectou variagdo e
diversidade de heterocromatina. Em 14 animais da especie Callithrix emiliae
analisados, foi observado alta variagdo interindividual, ndo sendo
adrbes iguais de heterocromatina constitutiva

(Primata)
possivel observar, no minimo, dois p
(BARROS et al., 1990 apud PIECKZARCA e MATTEVI, 1998).

Em cada grupo de animais ocorre uma distribuicdo caracteristica de

heterocromatina no cariétipo. De acordo com Imai (1991 apud PIECKZARCA:
MATTEVI, 1998) ela pode se distribuir, geralmente, de duas formas: em

mamiferos, peixes e formiga
hotos e plantas, normalmente s&o encontradas em

s, estdo presentes, principalmente, na regido

telomérica; em anfibios, gafan

regides teloméricas e intersticiais. O autor admite que “a evolugdo cariotipica

dirige a evolugéo da heterocromatina”.

O emprego do bandamento C é extensamente usado na identificagéo de

sistemas de cromossomos sexuais e auxilia no esclarecimento dos processos

evolutivos ocorridos na diferenciacéo sexual. Um sistema de cromossomos

sexuais do tipo ZZ/ZW pdde ser identificado por Bertollo e Cavallaro (1992) em

exemplares de Triportheus guentheri (Characidae) do reservatério de Trés Maria
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(rio S&o Francisco) e por Ceniofante et al. (2001), em espécimens de
Characidium gomesi. Ap6s o tratamento com hidroxido de Bario foi observada a
presenca de um par cromossdmico heteromérfico em exemplares machos de
Pseudotocinclus tietensis e um par homomorfico em fémeas (rio Tieté em
Paranapiacaba — SP) evidenciando um sistema do tipo XX/XY (ANDREATA et al.,
1992).

O uso de fluorocromos na analise da heterocromatina constitutiva mostra-
se de grande importancia na diferenciaggo mais detalhada da mesma com base
em suas caracteristicas composicionais porque alguns fluorocromos sao
altamente especificos para determinados pares de bases. Os fluorocromos
Cromomicina As (CMAs) e Mitramicina (MM), possuem afinidades pelas regides
“ricas” em bases GC enquanto que a Quinacrina, DAPI e o Hoescht 33258,
evidenciam as regides “ricas” em bases AT.

A utilizagdo de contra corantes em preparagbes com fluorescéncia
melhora, sensivelmente, o contraste das bandas nos cromossomos. As possiveis
causas desse efeito podem ser devido a competicdo de ligagdo entre os
diferentes corantes ou por transferéncia de energia entre os mesmos (SUMNER,
1982 apud DANIEL-SILVA, 1996).

Alguns trabalhos descrevem a combinagéo de corantes fluorescentes, que
podem fornecer padroes de bandas complementares no mesmo Cromossomo,
uma vez que um determinado fluorocromo tem especificidade para um tipo de
base de DNA e o outro para bases diferentes (SOUZA et al., 1996; MANTOVANI,
2001).

Os fluoracromos GC-especificos também s&o empregados na identificagéo
de regifes organizadoras de nucléolos (NORs) de vertebrados inferiores
(SCHMID, 1980). Podem fornecer resultados mais esclarecedores em relacéo a
quantidade e a localizacéo das mesmas, quando comparados a coloracdo com
nitrato de Prata, uma vez que o0s fluorocromos GC especificos coram 0s blocos
GC que estdo presentes nas regides interespagadoras das NORs (SCHMID:;
GUTTENBACH, 1988).

As regiées organizadoras de nucléolos (NOR) s&o segmentos do genoma
onde se encontram os principais genes controladores da sintese de RNAs
ribossomais (rRNA): o rDNA 55 e 0 rDNA 45S. Nos eucariotos, os genes 5S
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arranjam-se repetidamente em tandem, separados por sequéncias espacadoras
nao transcritas — NTS. Foi demonstrado que as sequéncias codificantes desses

segmentos sdo altamente conservadas até mesmo em individuos de grupos
taxondmicos nao relacionados (LONG; DAVID, 1980 apud MARTINS; GALETTI-
JUNIOR, 2001).

Os genes 45S codificam rRNAs 5,85, 185 e 28S, responsaveis pela
formacéo das regides organizadoras de nucléolos (NORs) (MANTOVANI, 2001).
Esses genes, também, se repetem em tandem e possuem em cada repeticdo, um
espacador intergénico (IGS) e uma regido codificante, cuja molécula com
coeficiente de sedimentagéo 458 ¢ transcrita.

As NORs sdo de fundamental importancia na vida do organismo uma vez
que ela transcreve rRNA, um componente dos ribossomos, responsaveis pelo
processo traducional nos organismos (BARDNER, 1977).

Ocorrem nas regides de rDNA, variabilidade que tornam possiveis
diferenciar ndo somente espécies como, também, populagdes. A variabilidade das
NORSs é observada quanto ao numero, localizagédo, atividade, quantidade de rDNA
ou ndmero de cistrons ribossémicos presenies nas mesmas, bem como a
organizacado das sequéncias do rDNA e os mecanismos envolvidos na regulag&o
da atividade desses cistrons (BICUDO, 1985). Aparentemente, o numero de
nucléolos visiveis, durante a intérfase, pode indicar o numero minimo de NORs
ativas em um determinado animal (ALMEIDA-TOLEDO; FORESTI, 1985).

A metodologia mais empregada para observar as NORs & a descrita por
Howell e Black (1980) onde é utilizado sal de Prata. A Prata cora seletivamente as
proteinas associadas ao rDNA dos cromossomos metafasicos. Contudo, esta
metodologia indica apenas 0S genes do sitio rDNA que apresentaram atividades
na intérfase precedente, sendo assim €& necessario a associagéo de outras
metodologias para indicar 0 numero real de cromossomos portadores dos sitios
rDNA.

As NORs sdo classificadas por sistema simples quando apenas um par
cromossémico é portador de cistrons nucleolares ou sistema multiplo, quando

mais de um par é portador destes cistrons.

Ha varios grupos de peixes onde as NORs parecem conservadas com
localizaggo invariavel entre 0S individuos; para estes grupos elas sao importantes
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marcadores citotaxonémicos. Pode-se citar, como exemplo, o género Brycon.
Wasco e Galetti-Junior (2000), detectaram em sete especies desse género, por
hibridagdo in situ com sonda rDNA, sitios ribossémicos sempre presentes em
apenas um par cromossomico, confirmando o alto nivel de estabilidade das NORs
nesse grupo de peixes. Contrastando com este fato varios outros grupos
apresentam NOR amplamente variavel (ABEL, 2001, entre outros).

Wasco et al. (1996) detectaram a presenca de polimorfismo inter e
intraindividual no tamanho da NOR além da variagdo no nimero de cromossomos
de Bryconamericus sp A e Bryconamericus sp B do rio Piracicaba (Municipio de
Piracicaba — SP). Diferencas no tamanho das NORs também foram notadas em
exemplares de Rineloricaria latirostris da bacia do rio Parana (GIULIANO-
CAETANO, 1998), Plagioscion squamosissimus e Plagioscion sp (Scianidae) da
bacia Amazénica (FELDBERG et al., 1999) além de outras espécies de diferentes
bacias. Em andlises citogenéticas de trés géneros da familia Syngnathidae,
apenas duas espécies, do género Syngnanthus, apresentaram numero diploide,
NOR e tipos cromossomicos semelhantes e duas espécies do género
Hippocampus mostraram-se semelhantes apenas quanto ao sistema de NOR
(VITTURI et al., 1998).

Em ampla revisdo dos estudos citogenéticos em peixes neotropicais de
aguas continentais, Oliveira e Foresti (2000) descreveram que, até o ano de 2000,
ja havia 821 espécies efou populagdes com numero e/ou localizag&o das regides
organizadoras de nucléolos descritas.

Maistro et al., 2000b observaram na espécie Prochilodus lineatus, por meio
de CMA; a presenga de apenas um par cromossomico portador de NORs. Souza
(2001) evidenciou, através de FISH com sonda de rDNA, que nem todas as

regibes destacadas pelos fluorocromos GC especificos, na espécie A.

scabripinnis, correspondiam a Jocus de rDNA e alguns desses locus néao foram

detectados por fluorocromos. Uma populagdo do corrego Piracuama (Bacia
Parajba do Sul), submetida ao bandeamento C, AGQNOR e ao fluorocromo DAPI

mostrou dois pares subtelocéntricos positivos para os trés tratamentos (SOUZA;
MOREIRA-FILHO, 1995).
A sonda de DNA satélite As51 também foi empregada na andlise de

heterocromatina. Tal sonda As51 trata-se do clone de uma “porgdo” do DNA
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satélite de uma populacéo de A. scabripinnis obtido por Mestriner et al. (2000). Na
sonda, 59% das bases nitrogenadas constituintes da unidade 51pb sdo
compostas por bases AT e estéo situadas nos blocos distais dos cromossomos
acrocéntricos, nas NORs e no cromossomo supranumerdrio da populacéo
descrita. Em analise comparativa da organizagéo estrutural da heterocromatina
constitutiva entre duas populacbes de A. scabripinnis (bacia do rio
Paranapanema), Mantovani (2001) utilizou a sonda de DNA satélite As51 e
coloracdo com fluorocromos GC especificos observando, pelo menos, duas
classes de heterocromatina. Na primeira, as heterocromatinas proximais nao
apresentaram homologia com a sequéncia da sonda e a resposta foi negativa aos
fluorocromos; ja na segunda, classe as heterocromatinas distais responderam
positivamente frente aos dois tratamentos, sugerindo uma heterogeneidade
heterocromética nas populagdes. A heterocromatina distal das duas populagées,
apesar de ter apresentado a mesma composicdo, como evidenciado por FISH-
As51, frente ao tratamento DA/DAPI n&o apresentou brilho.

As técnicas usadas no bandeamento s&o ferramentas importantes no
pareamento de cromossomos homologos e fornecem, também, subsidios para um
melhor entendimento dos processos evolutivos (rearranjos) ocorridos nos

cromossomos tanto de peixes como em outros animais e auxiliam no

agrupamentos de espécies proximas.

1.4. Cromossomos supranumerarios

“Variacdo cromossomica, ou cariotipica, pode ocorrer entre diferentes
células do individuo, entre individuos diferentes da mesma populagéo ou entre

populagdes diferentes da mesma espécie’. Os dois principais tipos de variagdes
cromossdmicas observadas s&o: as numéricas (haploidias, poliploidias,
aneuploidias, disploidias, agmatoploidias e cromossomos B) e as estruturais
(delecBes,  duplicagdes, inversoes,
GUERRA, 1988). As variagdes mais comuns encontradas na

transposi¢bes,  translocacbes e

isocromossomos) (
maioria dos casos S$&o devidas & presenca de supranumerarios, fusdes

robertsonianas ou fissdes (MAYR, 1977).
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Além dos cromossomos do complemento dipléide padrdo, os chamados
cromossomos A, eventuais cromossomos extras, podem aparecer na célula e
recebem o nome de cromossomos supranumerarios, B ou acessoérios. “Sao
elementos genémicos encontrados em diferentes organismos, aparentemente,
desprovidos de funcéo génica especifica” (FORESTI, 1998).

A origem do cromossomo B ainda n&o esta esclarecida, mas alguns
pesquisadores sugerem variados mecanismos para tentar explicar uma possivel
origem destes cromossomos. Duas hipdteses sé&o levantadas por Volobujev (1981
apud NEO, 1999). na primeira ele propde que “os cromossomos B seriam
remanescentes de rearranjos estruturais que ocorreram na evolugéo do caribtipo
ancestral” e na outra, 0s mesmos poderiam ter surgido de uma néo disjuncéo dos
autossomos ou sexuais e, posteriormente, inativagao génica. A origem a partir de
fragmentos centroméricos, de cromossomos A, tambeém e proposta (GUERRA,
1988). Outra hipdtese sugerida € de que 0s Cromossomos supranumerarios
possam ser isocromossomos (VICENTE et al., 1996).

Foresti (1998), propde uma hipétese alternativa sobre a origem dos
cromossomos B em peixes com base no conhecimento da estrutura molecular,
sequéncias nucleotidicas e evidéncias de fragmentos livres de DNA de origem
ndo cromossdmica. A associacdo, ao acaso, de sequéncias de nucleotideos
poderia formar uma estrutura estavel se sequéncias estabilizadoras teloméricas e
sequéncias com fungbes centroméricas constituiriam essa nova estrutura, sendo
que no inicio da sua formagao, a mesma seria desprovida de funcao transcricional
e, posteriormente, poderia apresentar segmentos ativos dos cromossomos do
complemento A. N N

J4 foi constatada a presenga de Cromossomos supranumerarios em varios
organismos. Até o ano de 1982, ja tinham sido observados em mais de 1000
espécies de plantas e mais de 250 espécies de insetos. Foram descritos com
tamanhos que variam desde microcromossomos, menores do que os

cromossomos A até macrocromossomos, maiores que 0s cromossomos A. Além

dessa variacdo no tamanho, grandes variedades na morfologia, constituicéo e

quantidade de heterocromatina constitutiva, também, podem ser observadas.
Exemplos destas variagdes podem ser evidenciados em uma populagdo de

Megaelosia massarti (Anura, Leptodactylidae) onde dois tipos de cromossomos

SISBIUFY
210968
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supranumerarios foram relacionados: um individuo portava um pequeno
supranumerario totalmente heterocromatico € 0 segundo, um grande cromossomo
com apenas os telémeros marcados; nenhum exibiu marcagdes apds tratamento

com DAPI ou CMA3 (ROSA et al., 2000).
Muitos estudos indicam que 0s Cromossomos supranumerarios nao trazem

nenhuma vantagem ou ndo apresentam nenhuma influéncia aos seus portadores,

mas outros relatam sobre as influéncias destes em determinados grupos. Em

fungos da espécie Nectria raematococca, O Cromossomo B proporciona-the

resisténcia a toxinas (MIAO et al., 1991 apud NEO, 1999); em planta da espécie

Haplopappus gracilis, modificacdes nas folhas, caules e aquénios séo atribuidas a

presenca de cromossomos B. Algumas plantas portadoras de cromossomos

supranumerarios, também, podem apresentar efeitos semelhantes aos de
individuos trissomicos, onde s&o0 claramente observados efeitos no vigor
vegetativo, no desenvolvimento do endosperma e na fertilidade. Tais efeitos
podem ser observados em Anthoxanthum aristatum, Secale cereale, Festuca
pratensis e Lilium callosum (JOHN, 1980).

Em alguns individuos de roedores do género Akodon, foram observados
cromossomos  supranumerarios submetacéntricos com evidéncia de atividade

génica, atividade devida a presenca de regibes organizadoras de nucléolos em

ambos os telémeros sugerindo, assim, que estes poderiam conter informagbes

génicas (GUERRA, 1988).

A primeira citagéo na literatura de cromo
a a presenga de microcromossomos na

ssomos B em peixes neotropicais,

foi em 1981, por Pauls, onde ela descrevi

maioria dos exemplares de Prochilodus lineatus analisados (citado como

Prochilodus scrofa). Posteriormente, em muitos outros trabalhos foram e tem sido

citada ocorréncia desses cromossomo
rarios foram observados em individuos de

s em outras familias de peixes.

Os cromossomos supranume
vérias familias da ordem Characiformes. Algumas delas s&o: Anostomidae,

Crenuchidae, Prochilodontidae (VENERE et al., 1999; ANDRIONI et al., 2000),
Parodontidae, Curimatidae (VENERE; GALETTI-JUNIOR,1985; MARTINS et al.,
1996), Characidae (SALVADOR; MOREIRA-FILHO, 1992, MIZOGUCH]I,
MARTINS-SANTOS, 1998, NEO, 1999, FERRO, 2000; TORRES-MARIANO,

2001) e Pimelodidae (ANDRADE et al., 1998)
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Em exemplares de Rhamadia hilarii da represa de Monjolinho (Sdo Carlos —
SP) foram observados de um a cinco cromossomos extras de tamanho médio
(FENOCCHIO; BERTOLLO, 1990). Andrade et al. (1988) analisando uma
Populagéo de Rhamdia sp da represa de Furnas (rio Sapucai - MG) constataram a
presenca de 0 a trés supranumerarios que, submetidos aos bandamento C,
Mostraram-se heterocromaticos apenas em regides teloméricas sendo essas
CMA3". Fenocchio et al. (2000), registraram, ainda, a presenca de um a quatro
Cromossomos supranumerarios do tipo metacéntrico em espécies do género
Rhamdia de sete localidades no Brasil e Argentina, os quais portavam blocos
heterocromaticos conspicuos na regigo distal de ambos os bracos. Em Leporinus
friderici (rio Candeias — RO e rio Araguaia - MT), Leporinus sp, (cérrego Dois de
Agosto - MT) e Characidium cf zebra foram observados pequenos Cromossomos
extras do tipo acrocéntrico e em Cyphocharax modesta, Prochilodus nigricans, os
Pequenos extras observados apresentaram outra morfologia (VENERE et al,
1999).

Dentre as espécies que compdem o género Astyanax, A. scabripinnis é a
que apresenta o maior relato de ocorréncias de cromossomos B em populagcdes
éstudadas. Entretanto, estio descritos estes tipos cromossémicos em A. fasciatus
da calha principal do rio S&o Francisco (JUSTI, 1993), em A. eigenmanniorum
proveniente do rio Atibaia (Campinas — SP), nos quais o nimero 2n foi igual a 51

€ o supranumerario com tamanho correspondente ao segundo par do

complemento (STRIPECKE et al, 1985). Em trés espécimes de A

eigenmanniorum do corrego dos Caetano (Uberlandia — MG) o cromossomo B
observado foi do tipo metacéntrico grande e totalmente heterocromatico, quando
submetido ao bandamento C e o numero dipldide caracterizado por 49
cromossomos (TORRES-MARIANO, 2001). Moreira-Filho et al. (2001) descrevem
a presenca de supranumerarios em A. fasciatus do rio S&o Francisco e em A
Schubarti do rio Parand, ambos metacéntricos com tamanho semelhante ao
primeiro par do complemento.

Em A. scabripinnis, ocorrem cromossomos B de diferentes tipos quanto &
morfologia, quantidade e distribuicéo de heterocromatina. Salvador e Moreira-
Filho (1992) ao analisarem espécimes do corrego das Pedras (Campos do Jordao
~ SP), observaram a presenga de cromossomos B grandes do tipo metacéntrico

13
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com dois padroes de distribuicdo da heterocromatina: 1) totalmente
heterocromatico e 2) blocos eucromaticos em cada lado do centrédmero e o
restante heterocromatico para ambos 0s sexos, com exce¢édo de uma fémea que
apresentou os dois cromossomos B em 100% das metafases. Maistro et al.
(1994) descrevem a presenca de cromossomos B grandes e totalmente
heterocromaticos em trés espécimes fémeas de A. scabripinnis coletadas no
corrego Cascatinha (Botucatu — SP).

Souza e Moreira-Filho (1995) compararam, citogeneticamente, duas
populacdes de A. scabripinnis localizadas em duas altitudes (1800 e 780m) do
corrego Piracuama, pertencente a Bacia Paraiba do sul (SP) e apenas um
representante macho da populagéo situada a 1800m portava cromossomo B, com
tamanho semelhante ao maior cromossomo do complemento e totalmente
heterocromatico e com pequenos segmentos fracamente fluorescentes quando
submetido ao tratamento com DAPI.

Grande parte dos trabalhos que tratam dos cromossomos B relata maior
numero de ocorréncia deles em exemplares fémeas. Porto-Foresti et al. (1997),
analisando espécimes de A. scabripinnis paranae de trés diferentes trechos do
coérrego Cascatinha — SP observaram diferenga significativa na freqiéncia de
cromossomo B, quando comparados quanto ao sexo dos animais, sendo que este
estava presente em 57% das fémeas e em apenas 8,7% dos machos. No entanto,
ja foi descrita a presenca de microcromossomos restritos @ exemplares machos
(ROCON-STANGE: ALMEIDA-TOLEDO; 1993; ARAUJO; MORELLI, 2000).

Tendo em vista esses dados, s@0 necessarios amplos estudos

correlacionando a presenga do Cromossomo  supranumerario, com dados

genéticos-bioquimicos e ecologicos para esclarecer o motivo da ocorréncia destes

em A. scabripinnis.
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2. Capitulo i

Comparagdo Citogenética de Quatro Populagdes de Astyanax

scabripinnis (Pisces, Characidae) da Regidgo do Triangulo

NMineiro.

2.1. Abstract

There has been done a cytogenetic analysis in Astyanax scabripinnis
specimen coming from 4 populations from the Triangulo Mineiro region
(Uberlandia and Campina Verde). All of them presented 50 chromosomes diploid
number but only four male specimen had shown the supernumerary chromosome

(2n=50+1B). The silver stain has shown multiple NORs systems. The constitutive

heterochromatine blocks were localized at the centromeric and pericentromeric

regions in some chromosomes, besides an interstitial band in an acrocentric

(Cruz da Retirada Bonita stream population). The cromomicine A;

chromosome
e the AgNORSs sites, which presented themselves CMAs".

(CMA3) use have indicat
The fluorochromomes have proved other rich GC chromosomic regions further

those NORs correspondent shown by silver.

2.2. Introducgao

Na América do Sul o grupo mais complexo entre os Characiformes,

segundo Britski et al. (1988)Ié a familia Characidae, compreendendo cerca de 30
subfamilias e representando um grande conjunto de peixes de agua doce. Nesta
familia é encontrada grande “parte’ dos peixes de escamas conhecidos no Brasil,

estes que apresentam imensa variedade de formas (BRITSKI, 1972).

Na familia Characidae encontra-se uma das espécies mais estudadas

citogeneticamente - Astyanax scabripinnis. O primeiro trabalho citogenético

realizado com essa espécie foi em 1978 por Moreira-Filho et al. em uma
populagéo proveniente do ribeirdo dos Bicudos (Brotas - SP), onde o nimero

diploide observado foi de 50 cromossomos. Em seguida varios outros estudos

foram e estdo sendo realizados em populagées dessa espécie provenientes de
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diferentes bacias hidrograficas, evidenciando trés numeros cromossémicos
distintos, sendo 2n=46 (MOREIRA-FILHO; BERTOLLO, 1991; VIEIRA et al., 1598:
KANAYAMA; GIULIANO-CAETANO, 2002) 2n=48 (SOUZA et al., 1995;: SQUZA
et al., 1996; MIZOGUCHI; MARTINS-SANTOS, 1998, MANTOVANI et al., 2000:
MAISTRO et al., 2000a; FERNANDES; MARTINS-SANTOS, 2002) e 2n=50 que
até o momento, é o nimero mais comum (MOREIRA-FILHO et al., 1978:
VICENTE et al., 1996; MESTRINER et al, 2000 entre outros). Além da
variabilidade presente no numero dipldide também € observada grande
diversificacdo quanto ao padréo de heterocromatina constitutiva, morfologia
cromossémica, tamanhos e quantidade de regides organizadoras de nucléolos e
presenca ou auséncia de cromossomos supranumerarios. O emprego de varias
técnicas como, bandamento C, fluorocromos base-especificos, enzimas de
restricgo, FISH, detecgdo de NOR tem fornecido resultados importantes sobre a
estrutura cromossoéniica e possibilitando a diferenciacédo de muitas populagées
(MOREIRA-FILHO; BERTOLLO, 1991, SOUZA; MOREIRA-FILHO, 1995, SOUZA
et al. 1995;: MESTRINER et al. 2000).

As variacbes observadas na estrutura cromossOmica de A. scabripinnis
podem ser devidas ao fato dessa espécie possuir distribuico geografica restrita &
cabeceiras de riachos, corregos e rios, contribuindo com o isolamento geografico

das populacdes.
Tendo em vista estes dados o presente, trabalho teve por objetivo

comparar quatro populacbes de A. scabripinnis provenientes de duas bacias

hidrograficas diferentes para acrescentar dados aos eventos evolutivos ocorridos

nestas populacées.

2.3. Material e Métodos

Os exemplares de Astyanax scabripinnis foram coletados em nascentes de
quatro corregos: corrego Jatai, corrego dos Caetano (ambos localizados no

municipio de Uberlandia - MG
Manga (localizados no municipio de Campina Verde - MG) sendo que os trés

centes a bacia do rio Paranaiba e o guarto pertencente a bacia do

), corrego Cruz da Retirada Bonita e corrego da

primeiros perten
rio Grande (Anexo 5.1.1).
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Os cromossomos mitdticos foram obtidos pelas técnicas descritas por
Bertollo et al. (1978) (Anexo 5.1.2.2.2) e Foresti et al. (1993) (Anexo 5.1.2.2.1),
ambas adaptadas para a espécie estudada. A heterocromatina constitutiva foi
obtida por meio da técnica descrita por Sumner (1972) modificada (Anexo
5.1.2.3.2). As NORs foram detectadas utilizando-se a técnica descrita por Howell
e Black (1980) com modificagdes (Anexo 5.1.2.3.1). As heterocromatinas “ricas”
em bases GC foram observadas pela técnica de coloragéo com Cromomicina As

descrita por Schmid (1980) (Anexo 5.1.2.3.3). A morfologia de cada cromossomo

foi estabelecida conforme a nomenclatura proposta por Levan et al. (1964) (Anexo

5.1.2.4),

2.4. Resuitados

Os exemplares de Astyanax scabripinnis dos corregos, Cruz da Retirada

Bonita, da Manga e dos Caetano apresentaram um numero dipléide modal de 50
cromossomos em ambos 0S SEX0S (Figuras 1a, b e c). Ja na populagédo do

corrego Jatai, quatro exemplares machos apresentaram um Mmicrocromossomo

se dos demais espécimes dessa mesma populagéo, que
Como pode ser observado nos

extra diferenciando-

apresentaram 50 cromossomos (Figuras 2a e b).
gcroestruturas das quatros populagdes apresentaram pequenas

caridtipos, as m
Na tabela | pode-se observar o numero

diferencas entre si (Figuras 1 e 2).

dipldide, a quantidade de cada tipo cromossomico e o numero fundamental das

populacdes analisadas.
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Citogenética de quatro populagdes de Astyanax scabripinnis (Pisces, Characidae)

Tabela I. Numero dipléide, tipos cromossémicos e numeros fundamentais (NF)
encontrados nas 4 populagoes.

Locais das Coletas 2n M SM ST A NF
Cérr.Cruz da R. Bonita ' 50 8 22 12 8 92
Cérrego da Manga > 50 6 26 10 8 92
Cérrego dos Caetano ' 50 8 26 6 10 90

50/51 6 26 6 12 88

Cérrego Jatai '

Abreviaturas: 2n = namero dipldide, M
submetacéntrico, ST =
acrocéntrico, NF = numero

do rio Grande.

= cromossomo metacéntrico, SM = cromossomo
cromossomo subtelocéntico, A = cromossomo
fundamental, ! bacia do rio Paranaiba, % bacia

As andlises das regioes organizadoras de nucléolos com AgNO3; mostraram

tanto animais com apenas um cistron ribossémico ativo como mais de um par por

Ap6s tratamento com fluorocromo GC especifico Cromomicina

célula (Figura 3).
rada Bonita, dos Caetano e

As (CMAg), em exemplares dos corregos Cruz da Reti

mas destas regioes correspondentes &8s NORs mostraram-se

Jatai, algu
intensamente brilhantes além de outras regides brilhantes na
O Cromossomo supranumerario ndo apresentou brilho

o correspondentes

as NORs (Figura 4).

fluorescente ap6s tratamento com CMA; (Figura 4d).
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Citogenética de quatro populagdes de Astyanax scabripinnis (Pisces, Characidae)

O bandamento C revelou marcas centroméricas em quase todos os
cromossomos do complemento das quatro populagdes. Os exemplares dos
corregos Cruz da Retirada Bonita e dos Caetano foram os que mais apresentaram
blocos heterocrométicos. Na populagéo do corrego Cruz da Retirada Bonita, os

blocos localizam-se predominantemente em posicao telomerica do brago maior de

cromossomos subtelocéntricos e acrocéntricos além de uma marca no brago

menor de um submetacéntrico. Essa populagéo apresentou banda intersticial

préxima ao centrdmero de um Cromossomo acrocéntrico (Figura 5a). Na

populacdo do cérrego dos Caetano, 0S bloc
brago menor de cromossomos submetacéntico/subtelocéntrico, em um par

e do braco maior do primeiro par submetacéntrico

o0s, na sua maioria, localizaram-se no

metacéntrico e na extremidad

(Figura 5b).

O emprego do bandamento C permitiu visualizar nas populagGes dos

corregos Jatai e da Manga uma quantidade menor de blocos heterocromaticos se

comparadas as outras duas populagées acima descritas (Figuras 5c, d e €). Os

exemplares do corrego Jatai, submetidos a €ss€ bandamento, apresentaram
blocos heterocromaticos presentes no segundo par metacéntrico (Figura 5d). O

individuo portador de cromossomo B s |
de do brago maior de um par submetacéntrico, em apenas

par metacéntrico, no brago menor de um

ubmetido ao bandamento C mostrou

Marcacéo na extremida
um dos homoélogos do segundo

cromossomos submetacéntrico/subtelocéntrico e cromossomo B totalmente

heterocromaético (Figura 5¢).
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c)

Figura 5. Padrio de distribui¢ao
blocos heterocromético

verde

cromossomo doador de het

cérrego Jatai. A seta verde m
cromatico, (d) corr

totalmente hetero

b)

da heterocromatin
s: (a) corrego Cr
indica heterocromatina intersticial,

erocromatina, (b) corrego dos Caetano, (c)

ostra Cromossomo supranumerario
ego Jatai e (e) corrego da Manga.

o , ;
o f »®

a constitutiva. As setas indicam
uz da Retirada Bonita. A seta
a seta laranja possivel
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2.5. Discussao

O ndmero 2n igual a 50 cromossomos, observado nas quatro populagbes

aqui estudadas vem confirmar a predominéncia de ocorréncia desse numero

cromossémico para a espécie A scabripinnis (VICENTE et al., 1996;

MIZOGUCHI: MARTINS-SANTOS, 1998; MAISTRO et al., 2000a). Com menor
freqiiéncia, o citdtipo 2n=48 (MAISTRO et al., 2000a; MIZOGUCHI; MARTINS-

SANTOS, 1998: SOUZA et al., 1996; SOUZA et al., 1995) também foi descrito em
algumas populacdes e raramente on=46 (MOREIRA-FILHO; BERTOLLO, 1991,

ABEL, 2001). Estes dados sugerem gué 2n=50 seria a forma ancestral e,

provavelmente, fusbes cromossomicas resultaram na redugéo do numero de

cromossomos no complemento dée algumas populagbes dessa especie.
As macroestruturas cariotipicas das quatro. populagoes apresentaram
(Figuras 1 € 2). Pode-se notar que as populagdes

pequenas diferencas entre si
dos cérregos Cruz da Retirada Bonita @ da Manga, ambas localizadas no

Municipio de Campina Verde - MG, apesar de estarem situadas em bacias

hidrograficas diferentes, apresentaram O mesmo numero fundamental (92), isto se

deve & presenca de oito Cromossomos acrocéntricos, enquanto que as
Populagdes dos cdrregos Jatai e dos Caetano mostraram maior numero de
fundamental menor (88 e 90

ntemente, com numero
N3o podem ser descartados os fatos de que

tamanho dos blocos

acrocéntricos, conseque

respectivamente) (Tabela 1)
diferencas na condensagéo dos Cromossomos, no
heterocromaticos, tamanho das regibes organizadoras de nucléolos e os valores

da relagéo entre 0S bragOS CromOSSOmiCOS estarem PréXimOS aos limites

determinados para a classificagdo proposta por Levan et al. (1964) terem

influenciado nas diferengas entre & formulas cariotipicas aqui descritas.
a entre as quatro populacdes mostrou

A analise citogenética comparativ
de de heterocromatina constitutiva

distintos padroes de distribuico € quantida
assim como localizagéo dos cistrons ribossémicos. Este ndo € um fato restrito a

e variagoes sé

essas populagdes, pois estes tipos d o frequientemente observadas
oreira-Filho & Bertollo (1991) descreveram a

em populagdes de A. scabripinnis. M :
ocorréncia de seis padroes distintos de banda C em sete populagdes de bacias
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Citogenética de quatro populagdes de Astyanax scabripinnis (Pisce

hidrograficas diferentes e quatro padrées de distribuicbes foram descritos por

Mizoguchi e Martins-Santos (1998) para exemplares das bacias dos rios lvai,

Paranapanema e Parana aléem da descricdo de outros autores (ROCON-

STANGE: ALMEIDA-TOLEDO, 1993 SOUZA; MOREIRA-FILHO, 1995, SOUZA

et al., 1995: MANTOVANI et al., 2000).
Os dados da literatura mostram que OS blocos heterocromaticos,

observados em A. scabripinnis,
mos subtelo/acrocéntricos (MANTOVANI et al., 2000;

localizam-se predominantemente em regites

teloméricas de cromosso

SOUZA et al., 2001; MAISTRO et al., 2001)
distribuidas, ou seja, a heterocromatina constitutiva localiza-se preferencialmente

e em contram-se equilocalmente

na posicéo terminal dos Ccromossomaos, possivelmente, devido a uma prévia
configuracdo dos cromossomos eém nucleos pré-meidticos (SCHWEIZER; LOIDL,
1987). Os exemplares do corrego Cruz da Retirada Bonita apresentam maior
quantidade de blocos heterocromaticos (situados nos teldbmeros de cromossomos
quando comparados 8ao0s exemplares das outras trés

subtelo/acrocéntrico),
banda intersticial,

populacdes (Figura 5a) e foi a Gnica populagdo que mostrou
essa, localizada em um dos homologos de um par acrocéntrico (Figura 5a), o que
ma vez que n&o foram

parece ser uma caracteristica particular desta populagao, u
poderia ser resultado de

observadas nas outras trés. A panda C intersticial
0s” N0 MesMO Cromossomo

“transferéncias de heterocromatina entre locais proxim
Ou entre cromossomos diferentes, como modelo proposto por Schweizer e Loidl

autores sugerem que a heterocro
er em parte transferida para um

matina telomérica localizada
(1987). Os mesmos

no brago curto de um dado cromossomo poderia s
omaologo ser um acroceéntrico, o

Cromossomo néo homélogo. No caso desse ndo h
inserido intersticialmente

o com banda telomérica doadora

_ , . “a uma distancia do
Material transferido seria

centrémero igual ao comprimento do brago curt

ndo esse raciocinio a banda intersticial observada na

de material”. Segui -
go Cruz da Retirada Boni

éncia de segmento heter
indicado pela seta laranja na figura

. , ta poderia ser explicada como
Populacdo do corre
resultado da transfer

ocroméatico localizado no brago

omo submetacéntrico (
mo que poderia explicar

ica, sugerida por Feldber
mossomico de Plagioscion sp da

menor de um cromoss

Sa). Um outro mecanis

o surgimento dessa banda, seria a
. ] g et al. (1999) para justificar a
Nversao pericentromer

presenca de NOR intersticial em um par cro
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e Galetti-Junior (2000) propdéem que a
longo de cromossomos

bacia Amazoénica. Margarido

heterocromatina intersticial observada no brago
de Leporinus desmotes poderia ter surgido de um amplo

Meta/submetacénticos
pequeno segmento de heterocromatina.

processo de amplificagdo de um

Mantovani et al, (2000), atribui a ocorréncia d
em A. scabripinnis do ribeirdo das

e heterocromatina intersticial (no
brago maior de um par subtelocéntrico)
slocacdo ou fusédo em tandem envolvendo os

Marrecas, ao mecanismo de tran
no sobre o0s bragos longos de um par

bragos longos de um par acrocéntrico pequé
ternativamente, €SS€s autores sugerem que a origem

pela dispersao da heterocromatina, seguindo

mossomos descrito por Schweizer e

subtelocéntrico médio. Al
desta banda intersticial poderia ser
0 modelo de polarizagéo de Rabl dos cro
Loidl (1987).

Um outro caso de diferen

individuo macho, portador de cromossomo su
o GC especifico (Cromomicina Ag) foram observadas

nhos semelhantes em um dos homologos de

um par subtelocéntrico (Figura 4d); uma possivel hipotese para explicar este
ansposigao. Nesse tipo de alteracéo, parte de um

segmento. nesse caso, porgdes de segmentos “ricos” em bases GC, sao
gigo para outra num mesmo cromossomo (GUERRA, 1988)
loméricos como 0S observados nesse especime.

m relacionado por muitos autores € quanto
e nucléolos. Varias espécies de

cas entre homologos foi observado em um
pranumerdrio do cdrrego Jatai. Apés

tratamento com fluorocrom

marcacdes biteloméricas com tama
evento é o mecanismo de {r

transferidas de umare
dando origem a segmentos bite

Outro aspecto polimorfico també
regioes organizadoras d
citogenética ja tiveram as regies nucleolares

itrato de Prata, que é a técnica mais

ao comportamento das

peixes submetidas a analise
vés do n
1996; FELDBERG et al., 1999, MARGARIDO;

RO et al., 2000b; ARBEX et al., 2002; dentre
idade das NORs € uma caracteristica

visualizadas pelo menos atra
empregada (WASKO et al.,

GALETTI-JUNIOR, 2000; MAIST
observar que & variabil
ara €esses animais. A
nismos de rearranjos cromossoémicos como

outros) e pode-se
s variacdes destas regides

frequentemente descrita P
geralmente sao atribuidas a meca

duplicag@o “regional’,
o outros. O mecanismo de transposicéo tem sido

crossing-over desigual, as diferengas no tamanho e na

atividade transcricional, dentr
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avel pela variabilidade observada nas NORs em

MANTOVANI, 2001).
ue as populacbes aqui

indicado como o principal respons

peixes (GALETTI-JUNIOR et al., 1995 apud
A impregnagdo com nitrato de Prata evidenciou q
m um sistema de NOR mdltiplas (Figura 3) apesar de

analisadas apresentara
m um ou dois cromossomos marcados (Figuras

terem sido notados exemplares €o

3d e g). Este fato ndo implica que soment
cistrons ribossémico, pois a auséncia de atividades desses cistrons impede a

e regides organizadoras de nucléolos, pois a Prata

e um cromossomo seja portador de

visualizacéo do numero real d
liga-se preferencialmente &s proteinas presentes ao redor dos genes

ribossdmicos e nao propriamente ao DNA ribossom
luorocromo  GC especifico, Cromomicina As, permitiu

ico.

O emprego do fl
visualizar que as NORs encontra

GC especificos. A fluorescéncia emitida

e de bases GC presente nas regio
Em alguns dos animais aqui

m-se em regides com afinidade aos fluorocromos
nestas regides provavelmente é devida a

grande quantidad es espacadoras dos genes

(SCHMID; GUTTENBACH, 1988).
m numero maior de regides positivas ao

as regides detectadas pelo nitrato

ribossémicos
analisados pode-se observar U

fluorocromo GC especifico quando comparadas
de Prata (Figura 4). Este fato, talvez possa ser devido & auséncia de atividade

génica dos cistrons ribossémico
heterocromaticas néo relacionadas com

Janior (1999), confirmaram que somente um dos seis
Leporinus desmotes (rio Tocantins) marcados pela Mitramicina possuia cistron

ribossémico. No entanto, Morelli (1998), @o analisar metafases de Hoplias cf.
de Piscicultura da Universidade Federal de Uberlandia),

presentavam correspondéncia com as regides MM

Luorocromos GC especificos para os sitios de
s e lhssen (1985) n&o seja totalmente

s ou 0s segmentos marcados serem sequéncias
os sitios AGNORs. Margarido e Galetti-
pares cromossdmicos de

lacerdae (Estagéo
observou que as NORs néo @
e parece que a especificidade dos fl

"DNA discutida por Schmid (1982) e Phillip
2001) ao analisarem espécimes de A. scabripinnis

verdadeira. Souza et al. (
cdrrego Canta Galo com FISH-TDN
omomicina As
ica de hibridag&o in situ fl
menta para indicarem 0 numero real destas

A, constataram que nem Sempre os “clusters”
apresentaram-se Cr ou Mitramicina A positivas. Frente a esses
dados, o emprego da técn

rDNA seria uma excelente ferra
do individuo.

luorescente utilizando sonda

regides nas células

28



Citogensética de quatro populagées de Astyanax scabripinnis (Pisces, Characidae)

O aumento progressivo de espécies de peixes estudadas

citogeneticamente tem revelado, a cada dia, maior numero de espécies
Portadoras de cromossomos supranumerarios, que podem variar em tamanho,

Padrao de distribuigio da heterocromatina constitutiva e numericamente.
Os supranumerérios j& foram descritos para algumas populacées de A.

SCabripinnis e alguns autores tém associado a presenca deles a altitude do Jocg|
do habitat e ao sexo do animal, uma vez que este € mais encontrado em
individuos situados acima de 800 metros de altitude e em grande porcentagem de
individuos fémeas. Das quatro populagdes aqui analisadas, apenas na do cdrrego
Jatai (891m) foi observada a presenga de cromossomo supranumerario, este o
menor do complemento e totalmente heterocromatico (Figura 5¢). A maioria dos
Cromossomos supranumerarios descritos s&o provenientes de populagtes
situadas & uma altitude superior a 800m. A nascente do carrego Jatai encontra-se
Nesta faixa de altitude, enquanto que as nascentes dos corregos Cruz da Retirada
Bonita, da Manga e dos Caetano estéo localizadas & altitude em torno de 650m.
No entanto, Mizoguchi e Martins-Santos (1997 apud NEO, 1 999) descreveram
Caso esporadico, onde cromossomos B foram observados em A. scabripinnis
Situados a uma altitude em torno de 500m no cérrego Yacutan e rio Agua do
Rancho. Esta aparente influéncia da altitude na freqiéncia de cromossomos
SUpranumerarios parece ser uma caracteristica particular de A. Scabripinnis, pois
Torres-Mariano (2001) descreveu a presenga desses Cromossomos em alguns
individuos de A. eigenmanniorum coletados, também, no cérrego dos Caetang.

As diferengas citogenéticas (numero e posicionamento das NORs,
Quantidade de segmentos heterocromaticos) observadas nas quatro populacées
de A. scabripinnis, provavelmente, podem ser atribuidas ao tipo de hapitat
OCupado por esta espécie. Apesar de trés populagoes pertencerem & mesma
bacia hidrogréfica, o comportamento de habitar preferencialmente cabeceiras de
Pequenos riachos ¢ um indicio que justifica tais diferencas, pois as barreirgs
fisicas e a distancia que separam as populagbes ocasionam o isolamento das
Mesmas e impedem a ocorréncia de fluxo génico favorecendo a fixacdo de

POssiveis alteracdes.
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2.6. Resumo

Foram realizadas analises citogenética em espécimens de Astyanax

Sscabripinnis provenientes de quatro populagdes da regido do triangulo mineiro

(Uberlandia e Campina Verde). As quatro populacbes apresentaram numero
dipléide igual a 50 cromossomos com excecdo de quatro exemplares machos que
mo supranumerario (2n=50+1B). A impregnagéo pela

apresentaram um cromosso
Rs multiplas. Os blocos de heterocromatina

Prata evidenciou um sistema de NO

constitutiva foram localizados na regido centr
além de uma banda intersticial num cromossomo

orrego Cruz da Retirada Bonita). A utilizacdo da
s de individuos dos corregos Cruz da

omérica e pericentromericas de

alguns cromossomos,
acrocéntrico (populagéo do C
Cromomicina As (CMAs) em metafase

Retirada Bonita, dos Caetano € Jatai
Os fluorocromos evidenciaram outras regides

indicou que os sitios AgNORs,

apresentaram-se CMA3".
GC além daquelas correspondentes as NORs

cromossémicas ‘ricas’ em bases

evidenciadas pela Prata.

2.7. Referéncias Bibliograficas

As referéncias bibliograficas estdo reunidas no item 6. Referéncias

Bibliogréaficas
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3. Capitulo 1l
Ocorréncia de Microcromossomo Supranumerario em Machos de

Astyanax scabripinnis (Pisces, Characidae)

3.1. Abstract

Besides the chromosomes pattern diploid complement, the ones called A
chromosomes, eventually extra chromosomes cam appear in the cell, and they are

named supernumerary chromosomes, extra, acessories or Bs. In the Characidae

family, Astyanax scabripinnis stands out for being the species that possesses
described individuals bearin
karyotypical variations. In this present paper it has been done cytogenetic studies
in some A. scabripinnis specimen from Jatai stream nascent. It has been noticed
the presence of a 50 chromosome diploid number but some male specimen

bearing 2n=50+1B. The AgNORs system has been characterized as multiple and
be positive C banding. The specific GC fluorochromes

GC chromosomic regions further those AgNORs

g the B chromosomes, besides many other

thes regions are shown to
have shown other rich

correspondent.

3.2. Introducao

do complemento dipléide padrdo, os chamados

Além dos cromossomos
mossomos extras, podem aparecer na célula e

cromossomos A, eventuais Cro

recebem o nome de cromossomo
ade Cromossomaos

regido neotropical. Um dos primeiros casos descritos neste grupo, foi na espécie
Prochilodus lineatus (citado como Prochilodus scrofa) onde se observou a
presenca de Bs em quasé todos 0S exemplares analisados (PAULS, 1981).

Posteriormente com a ampliagéo d

S supranumerérios, extras, acessorios ou B.

Vérios casos de ocorrénci B séo relatados em peixes da

e estudos citogeneéticos em peixes, a presenga
-se mais frequente. Muitas familias ja foram

deste tipo cromossomico mostrou
de B, sendo algumas delas: Curimatidae

descritas como sendo portadoras
(VENERE; GALETTI-JUNIOR, 1985. MARTINS et al, 1996), Anostomidae,
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Crenuchidae (VENERE et al., 1999), Prochilodontidae (VENERE et al., 1999;

ANDRIONI et al., 2000), Pimelodidae (ANDRADE et al., 1998), Characidae

(SALVADOR; MOREIRA-FILHO, 1992; MIZOGUCHI, MARTINS-SANTOS, 1998;

NEO, 1999: FERRO, 2000; TORRES-MARIANO, 2001).
Na familia Characidae, a espécie Astyanax scabripinnis destaca-se por ser

a espécie que mais possui individuos descritos portadores de Bs, além de varias

outras variagbes cariotipicas. NO entanto os supranumerarios j& foram descritos

em A. fasciatus da calha principal do rio Sao Francisco (JUSTI, 1993) em A.
eigenmanniorum de duas localidades; rio Atibaia (Campinas - SP) (STRIPECKE
et al.,, 1985) e corrego dos Caetano, Uberlandia — MG (TORRES-MARIANO,
2001). Moreira-Filho et al. (2001) descrevem a presenga de supranumerarios em
A. fasciatus do rio Séo Francisco & em A. schubarti do rio Parana, ambos
metacéntricos com tamanho semelhante ao do primeiro par do complemento.
Grande parte das populagbes de A. scabripinnis estudadas portadoras

destes cromossomos apresentaram um nico cromossomo B e, raramente, dois

(SALVADOR: MOREIRA-FILHO, 1992; NEO, 1999). Geralmente, este é

metacéntrico com tamanho semelhante ao primeiro par do complemento A. Em

alguns estudos o bandamento C permitiu identificar diferentes comportamentos de

distribuicdo da heterocromatina: Cromossomo

parcialmente heterocromatico.

totalmente heterocromatico e

3.3. Material e Métodos

Os exemplares de Astyanax scabripinnis foram coletados na nascente do
cérrego Jatai (891 metros de altitude), localizada no Parque do Sabia em
Uberlandia-MG.

Os cromossom
por Bertollo et al. (1978) (

5.1.2.2.1), ambas adaptadas para a esp
ita por Sumner (1972) modificada

btida por meio da técnica descri
rvadas utilizando-se a técnica descrita por

(Anexo 5.1.2.3.1). As heterocromatinas

os mitéticos foram obtidos através das técnicas descritas

Anexo 51222) e Foresti et al. (1993) (Anexo
écie estudada. A heterocromatina

constitutiva foi o
(Anexo 5.1.2.3.2). As NORs foram obse

Howell e Black (1980) com modificagoes 2.3,
‘ricas” em bases GC foram ViSua”Z&daS pela técnica de coloragdo com
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Cromomicina As descrita por Schmid (1980) (Anexo 5.1.2.3.3). A morfologia dos

cromossomos foi estabelecida conforme a nomenclatura proposta por Levan et al.

(1964) (Anexo 5.1.2.4).

3.4. Resultados

Foram observadas metafases em condi¢bes de analise em 12 exemplares

(3 fémeas e 9 machos). Constatou-se um numero dipldide 2n=50 cromossomos

para ambos 0S Sexos, com excegao d
2n=50+1B cromossomos (Graficos 7 e 8 em Anexo 5.2). O cromossomo
o é o menor do complemento € aparentemente do tipo

assificacdo de lLevan et al. (1964), os
seguinte forma: 3 pares de

e 4 exemplares machos que apresentaram

supranumerario observad
acrocéntrico. De acordo com @ cl

cromossomos foram distribuidos nos cariétipos da
), 13 pares de submetacéntricos (SM), 3 pares de

cromossomos metacéntricos (M
océntricos (A) (Figura 1), caracterizados por

subtelocéntricos (ST) e 6 pares de acr

um namero fundamental (NF) igual a 88.
A andlise das regioes organizadoras de nucléolos pela de impregnagédo

com AgNO; evidenciou, predominantemente, marcacéo telomeérica no segundo
ra 2a) e esporadicamente Nno braco menor de um par
es portadores de supranumerario apresentaram
par subtelocéntrico e em um dos

par metacéntrico (Figu
subtelocéntrico. J& 0s exemplar

cistrons ribossoémicos no braco menor de um

(Figura 2b).

homélogos do primeiro par
padréo de distribuicdo da heterocromatina

Nao foi possivel observar o
-se observar bloco
regives AgNORS (Figuras 2c e d). Os blocos

espécimens  portadores de B estavam

L heterocromaticos telomeri
constitutiva, mas pode S cos
coincidentes com as

heterocromaticos observados oS
mélogos do segundo par
telocéntrico, na extremidade do brago maior do

supranumerario mostrou-se totalmente

presentes em um dos ho metacéntrico, no brago menor

de um cromossomo submeta/sub

par submetacéntrico € O cromossomo

heterocromatico (Figura 2d). .
O emprego do fluorocromo CMA;z evidenciou marcas teloméricas em

se
alguns cromossomos, como podem Ser ob e
regides foram correspondentes  com os cistrons ribossomicos. Apenas dois

rvadas na figura 3. Algumas destas
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exemplares portadores de B foram submetidos ao tratamento com CMA; e um
destes apresentou marcagdo na regido terminal de um cromossomo do primeiro
par, coincidente com a marcacédo AgNO; e um cromossomo subtelocéntrico com
marcagdo bitelomérica (Figura 3). Ja o outro exemplar revelou marcacéo
telomérica no segundo par metacéntrico e na extremidade do braco maior de um
cromossomo submetacéntrico (ndo foi possivel fotografar). O cromossomo

Supranumerario ndo apresentou resposta frente a Cromomicina As (Figura 3c).
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innis tratadas com &4
rindividuais. As setas azuis

as NORs, as setas amarelas
s as NORs e a cabeca da seta

Figura 3. Metafases de Astyanax scabripinnis traté
(a),(b) e (c) mostram a$ varlagozs ::f
mostram regioes CMAs*Mcorrespon egente
indicam regioes CMA;" nao correspon dert
indica o cromossomo supranumerarlo =

Cromomicina Az (CMA;).
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3.5. Discussao

Astyanax scabripinnis é, uma espécie intensamente estudada por vérios
pesquisadores desde 1978, quando foi realizada sua primeira andlise

citogenética. A grande variabilidade cromossomica observada nessa especie a

te material de estudo citogenético, para

tornou um “curioso” e interessan
ivos que conduzem & tais variabilidades inter e

compreensdo dos processos evolut

Intrapopulacionais.

A analise comossomi
evidenciou numero dipléide 2n=50, semelhante & maioria dos numeros ja

descritos para essa espécie. Contudo a presenca de individuos portando

Microcromossomos supranumerarios difere um pouco de outras populagdes, uma
rico grande, & a forma que ocorre com

FILHO, 1992; MAISTRO et al., 1994;

ca realizada em exemplares do cdrrego Jatai,

vez que a presenga deles, do tipo metacént
maior frequéncia (SALVADOR; MOREIRA-

2001: FAUAY et al,, 1994). Sua presenga ja foi d
corrego das Pedras - Campos do

escrita para um grande numero

de individuos de uma mesma populagéo (
Jorddo - SP), chegando a 87,5% dos exemplares coletados (SALVADOR e
tipos de supranumerarios

MOREIRA-FILHO, 1992). No entanto Oulros
(Mmetacéntrico e submetacéntrico grande, metacéntrico médio e metacéntrico
Pequeno) ja foram descritos pard A. scabripinnis (NEO, 1999, FERRO, 2000).

A presenga de sypranumerarios em exemplares fémeas € um fato muito
comum em A. scabripinnis (FAUAZ et @l 1994: MAISTRO et al., 1994;
MIZOGUGHI: MARTINS-SANTOS, 1998) Porto-Foresti et al. (1997), descrevem

Uma significativa diferenga n@ frequéncia entre machos (8,7%) e femeas (57,1%)

do cérrego Cascatinha (Botucatu - SP) e sugerem que a maior presenca destes
relacionada  com algum efeito direcional no

) também observou gue a maioria dos
calidades do ribeirdo

em fémeas possa estar

desenvolvimento gonadal. N€o
mossomos B de duas lo

7% para 0 primeiro ponto de coleta e
o B a um determinado sexo

exemplares portadores de Cr0
Grande eram fémeas, com proporgao de 66,

ica romossom
77% para o segundo. Essa restrigdo de ¢
outra espécie. Martins et al. (1998) descreveram a
metacéntricos restritos a fémeas de

(Londrina — PR). Na populag&o do

também ja foi descrita para
pranumerériOS

Presenca de pequenos Su
peirdo Trés Bocas

Cyphocharax modesta do i
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corrego Jatai, o resultado obtido nesse estudo, é diferente do descrito na

literatura, pois, apenas exemplares machos apresentaram supranumerarios sendo
este um microcromossomo do tipo acrocéntrico. No rio Jucd (Vitor Hugo - ES)

Ocorre uma populagéo semelhante, quanto ao tamanho € ao Sexo dos portadores
de B, mas os animais apresentavam de 1 a 4 cromossomos supranumerarios por

célula (ROCON-STANGE; ALMEIDA-TOLEDO, 1993). Outros dados descritos de
Ocorréncia de supranumerario em machos de A. scabripinnis citam apenas

cromossomos com tamanho semelhante &0 do primeiro par do complemento A

(SOUZA: MOREIRA-FILHO, 1995; NEO et al, 2000).

A presenca de cromossomo B em populagoe

estar correlacionada com a altitude do habitat destes peixes. A medida que
de individuos portadores de B. Néo

s de A. scabripinnis parece

aumenta a altitude, maior é @ ocorréncia
(1999) analisou trés populagdes de A. scabripinnis de diferentes locais do ribeiréo

Grande (Campos do Jordao - SP) e observou que a 1920 metros de altitude, 52%
dos individuos analisados portavam Cromossomos B, na populagdo de 1800

Mmetros de altitude, estava presente em 21% dos exemplares e no foi observado
e altitude. Souza € Moreira-Filho (1995) apds

nis coletados em diferentes altitudes (1800 e
| - SP) observaram a

na populagdo a 700 metros d

estudar espécimes de A. scabripin

780m) do corrego Piracuama (bacia Paraiba do Su
s apenas em individuos localizados a 1800m. Porto-

pripinnis de trés localidades com
ao longo do coérrego

ocorréncia de supranumerario

Foresti et al. (1997) ao analisarem A. sca
gg0m, 2°- 860m e 3°- 820m),
) notaram decréscimo na quantidade de individuos

nte) & medida que a altitude

distintas aititudes (1°-
Cascatinha (bacia do rio Tieté
Portadores de B (23, 2 e 1 individuos respectivame
diminuia. Os resultados obtidos n@ populagdo do cArego Jatai colaboram com
estes dados, pois este cOrego encontra-se localizado 2 891 metros de altitude.
Porio-Forest of al. (1997) sugerem due @ presenga de Sromossames 5 em
altitudes mais elevadas confere papel ada

Mizoguchi e Martins-Santos (1997 apud NEO. .
esporadico. onde estes foram observados em A. scabripinnis situados a uma

, io Agua do
altitude em torno de 500 metros, N° corrego Yacutam e no o ? Rancho.-
noS Cromossomos B n&o segue um unico

A distribuigéo de heterocromatina !
duos portando cromossomo parcialmente

ptativo a espécie. No entanto,
1999) descrevem um caso

padréo, podendo ser encontrados indivi
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heterocromatico (MESTRINER et al. 2000) totalmente heterocromatico (SOUZA,
MOREIRA-FILHO, 1995, TORRES-MARIANO, 2001; FAZOLI et al, 2002;
CARVALHO: DIAS, 2002) e parcial efou totalmente heterocromético por célula
(SALVADOR: MOREIRA-FILHO, 1992; VICENTE et al,, 1996). Na populac&o do
cérrego Jatai ndo foi possivel observar um padrdo geral de distribuicdo da
heterocromatina constitutiva, no entanto, foi possivel detectar que as NORs e o

cromossomo supranumerario séo bandas C positivos. A Cromomicina A; e
“riqueza’ de bases GC nas NORs, mas nao se observou

Mitramicina A sugeriram
merarios. De acordo com

nenhum brilho fluorescente nos Ccromossomos supranu
Rejon et al. (1987 apud SALVADOR,; MOREIRA-FILHO, 1992) o processo de

heterocromatinizagéo do cromossomo B seria atribuido & “desativagéo” de genes
prejudiciais ao animal. No entanto, Dantas et al. (2002) presenciaram um caso
Ndo muito usual, no qual apos © emprego de FISH com sonda rDNA em
metafases de Moenkhausia sanctaefilomenae (Characidae), detectaram a
presenca de cistrons ribossémicos Nos Cromossomos supranumerarios.

Outro polimorfismo também freqiientemente destacado em peixes € quanto
a0 padrao das AgNORs. O sistema de AgNORs no género Astyanax tem, sido
caracterizado geralmente, como multiplo (PFISTER; MOREIRA-FILHO, 1997;

PASTORI et al., 1998; PORTO; MARTINS-SANTOS, 2002; KANTEK et al., 2002),
com nuUmero maximo descrito de 15 cromossomos portadores de cistrons
EIDA-TOLEDO, 1993). Nos exemplares do

ribossémicos (ROCON-STANGE; ALM

ico metacéntrico numero dois mostrou-se,

Corrego Jatai, o par cromossom
preferencialmente, marcado pela Prata. Espora

no brago menor de um par subtelocéntrico. Den
r de cromossomo B apresentou NOR em um dos

além de bandas fluorescentes (GC")

dicamente foi observada marcagé&o

tre os exemplares analisados,

apenas um macho portado

homélogos do primeiro par (Figura 2p)

romossomo subtelocéntrico (Figura 3c), mostrando assim

biteloméricas em um ¢
um caso variante nesta populagao. | |
poteses tém sido discutidas para explicar a origem dos

a-Filho (1992) sugerem que tais

o das Pedras, provavelmente,

Algumas hi

cromossomos extras. Salvador € Moreir
do correg

dos cromossomos do primeiro par
(1996) propde “mecanismo”

cromossomos observados na populagac
-disjungéo de um

seriam resultado de néo
artins et al.

seguido de heterocromatinizagao. M
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semelhante para explicar a presenga de microcromossomo supranumerarios em
individuos de Cyphocharax modesta do ribeirdo Trés Bocas (Londrina - PR). Além
do processo de néo-disjungdo, poderia ter ocorrido também, perda de cromatina,
resultando em um microcromossomo. Ja Vicente et al. (1996), baseados no
padrdo de banda C, sugerem que O Cromossomo supranumerario observado em
individuos da populagdo de A. scabripinnis de trés localidades na regido de
SP tratava-se de um isocromossomo originado do

Campos do Jorddo -
por Mestriner et al. (2000) ao

cromossomo 24. Este fato foi comprovado

associarem citogenética e genética molecular.
maior amostragem de individuos da populacédo do

0S que OS Cromossomos supranumerarios
o de estes animais terem sido

E necessaria uma
corrego Jatai para nos certificarm

restringem-se apenas ao S$exo masculino. O fat
Capturados apenas nas Uultimas coletas, nos sugere que esteja ocorrendo
esta populagéo e n&o fica descartada a idéia de

Mudangas recentes no cariétipo d
presente neste grupo, seja portadora

que, possivelmente, algum espécime fémea,

Ou virg a portar cromossomo supranumerério.
mossomo extra em muitos exemplares de A.

A ocorréncia de Cro

Scabripinnis poderia ser caracteristica

interagGes de fatores, como mudancas estrutural
nduzindo estes animais & uma selegao diferencial.

biologica desta espécie determinada por
s ou numéricas no caridtipo e

Caracteristicas ambientais, O

3.6. Resumo
plemento dipléide padrao, os chamados

Além dos cromossomos do com
ras podem aparecer na célula,

cromossomos A, eventuais cromossomos  ext
mos supranumerérios, extras, acessorios ou B. Na

recebem o nome de cromosso
familia Characidae, Astyanax scabripinnis destaca-se por Ser a especie que mais
B, além de varias outras variagGes

possui individuos descritos portadores de

palho foi realizado estudo citogenético em alguns

Cariotipicas. No presente tra S
exemplares de A scabripinnis da nascente do corrego Jatai. Foi constatada a

o diploide de 50 cromossomos com excecéo de alguns
-50+1B. O sistema AgNORs foi caracterizado

_se banda C positvas. Os fluorocromos

Presenca de numer
exemplares machos portando 2n

Como mudltiplo e estas regioes mostraram
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GC especificos evidenciaram outras regies cromossomicas “ricas” em base GC

além daquelas correspondentes as AgNORs.

3.7. Referéncias Bibliograficas

As referéncias bibliograficas encontram-se citadas no item 6. Referéncias

Bibliograficas.

42



Citogenética de quatro populagdes de Astyanax scabripinnis (Pisces, Characidae)

4.

Conclusio Geral

Apartir dos resultados obtidos com as andlises citogenéticas envolvendo

coloragéo convencional com Giemsa, impreganacéao pela Prata, bandamento C e

fluorocromo GC especifico Cromomicina As, pode-se concluir que:

As quatro populacbes de Astyanax scabripinnis estudadas mostraram
macroestruturas cariotipicas proprias;

Os sistemas de NORs observados foram caracterizados como multiplos;

As regiées AQNORs mostraram-se positivas a Cromomicina As;

As populagdes dos cérregos Cruz da Retirada Bonita e dos Caetano
mostraram maior quantidade de blocos heterocromaticos quando comparadas

com as populagdes dos corregos Jatai e da Manga,

A populacédo do corrego Jatai apresenta sistema de cromossomo B, sendo

este um microcromossomo e até o momento restrito aos machos;

As diferencas cariotipicas observadas nas quatro populagdes, provavelmente,
nas alteragbes cromossomicas fixadas pelo

sdo decorridas de peque

isolamento geogréfico.
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5. Anexos

5.1. Material e Métodos

5.1.1. Material e Locais de Coletas
Foram estudados exemplares do pequeno peixe Astyanax scabripinnis,

Popularmente conhecido por lambari.
Os espécimes foram coletados em quatro localidades do triangulo mineiro:

Corrego Jatai, cérrego dos Caetano (ambos localizados no municipio de
Uberlandia - MG), cérrego Cruz da Retirada Bonita e cdrrego da Manga

(localizados no municipio de Campina Verde - MG) sendo os trés primeiros
Pertencentes 4 bacia do rio Paranaiba e a quarto pertencente a bacia do rio

Grande (Mapa).
A nascente do corrego Jatai esta situada & uma altitude de 891 metros e as

demais encontram-se situadas em torno de 650 metros de altitude.
alisados foram fixados em formol 10% e conservados em

Os exemplares an
alcool 70%. no laboratoério de Citogenética Animal da Universidade Federal de

Uberlandia.
A identificagdo dos espécimes foi realizada pelo Prof. Dr. Francisco

Langeani Neto do Departamento de Zoologia e Boténica da Universidade

Estadual Paulista — UNESP.
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5.1.2. Métodos

5.1.2.1.Indugéo de Mitoses

Para obtengéo de um nimero maior de mitoses, foi utilizada a técnica de
injecdo de cloreto de Cobalto:

A fim de induzir o aumento de célu
(1990), propuseram a aplicagéo de Cloreto de cobalto (CoClz) em peixes para
ses nas células. O Cloreto de cobalto age

las metafasicas, Cucchi e Baruffaidi

intensificar a frequéncia de mito
o desidrogenase €m acetil coenzima A e de a-

bioguimicamente inibindo piruvat
uas enzimas qué sdo de vital importédncia na

cetoglutarato desidrogenase, d
, ndo pode ser consumido e o tecido “entende” como

ndo ac aumento na
2 apud CUCCH];

respiracéo celular. Assim o O
hipoxia o que estimula a formag&o de heritropoetina, conduzi

proliferacdo celular do tecido hematopoiético (WEBB, 196

BARUFFALDI, 1990).
e Baruffaldi (1990).

A técnica utilizada foi descrita por Cucchi
osa de CoCI2 (4mg/ml na proporgéo

1. Injetar, intraperitonealmente, solugéo aqu
te 24 horas, apos o qual processa-

de 0,5ml por 100g de peso do animal) duran
cromossomos mitoticos.

se 0 material para preparagéo de | | |
Neste trabalho © cloreto de Cobalto foi injetado no peixe que ficou em

aquaério aerado entre 18 e 20 horas.

5.1.2.2.0btengdo de Cromossomos Mitoticos

L sia0s Min vitro" foi utilizada a técnica
Para obtengéo de cromossomos mitoticos

descrita por Foresti ef al. ( 1993):

ico (ou porgées e
de Han

m regeneragéo de branquias ou

1. C im cefél i
olocar rim ks em uma placa de Petri em

~ H a
nadadeiras) em 6 ml de solugo salin

temperatura ambiente;

2. Dissociar bem o material;
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3. Reti [
Retirar o sobrenadante com um pipeta Pauster, colocando o material em

tubo de centrifuga;

Pingar uma gota de colchicina 0,016%;

Pipetar mais ou menos 50 vezes,

. Levar o material & estufa (36°C) por 15 minutos;

. Centrifugar por 7 minutos a 500 rpm por minuto;

nadante e completar para 6 mi de cloreto de potassio

Desprezar o sobre

(KCI);
9. Suspender novamente pipetando por mais 100 vezes;
10.Levar novamente a estufa a 36°C por mais 30 minutos;

11.Pingar 6 gotas de metanol-acético proporgao 3:1;

12.Pipetar devagar por mais 100 vezes;
sar por 5 minutos,

13.Deixar o material descan
por mais 100 vezes,

14.Dobrar o volume com fixador e pipetar

15.Centrifugar por 10 minutos;
pletar para 6 ml com o fixador, pipetando

16.Desprezar o sobrenadante & com

por 100 vezes;
avagem por duas vezes,

17 .Centrifugar por 7 minutos, repetindo essa |
e obter uma suspenséo néo muito turva;

18.Diluir o material de forma @3
50 estar previamente aquecidas em

19.Pingar o material nas |aminas que dever

banho-maria a 60°C;
o fosfato pH 6,8.

20.Corar por 10 minutos com Giemsa 1/20 em tampa

5.1.2.2.2.Preparagoes Diretas
ptada para peixes, por Bertollo et al.

cbes direta foi ada

peixes, COM pequenas mudancas :

A técnica de prepard
(1978), para estudos cromossomicos em
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na proporgcéo de 1

1. Injetar, intra-peritonialmente, colchicina a 0,025%

mI/100g de peso do animal,
2. Deixar o peixe em um aquario bem aerado, por aproximadamente umg hora,

Sacrificando-o g seguir e retirando os 6rgéos desejados;

3. Lavarr apidamente um fragmento do 6rgéo retirado (rim cefalico) em solucdo

hipoténica de K1 0,075M:
4. Transferir o material para uma pequena cuba de vidro, contendo 8 a 10 m|

de solugzo hipoténica de KCI a 0,075M;

5. Fragmentar bem o material, com auxilio de pingas de dissecgo,
Completando-se este processo com uma seringa hipodérmica, desprovida de
4gulha, através de leves movimentos de aspiracéo e expiracdo do Mmaterial,
facilitando-se a separacdo das células, até se obter uma suspenséo celular

hOmOQénea;
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 suspenséo obtida para um tubo de centrifuga:

8. Acrescentar algumas gotas de fixador, recém preparado, (alcool metilico
acido acético- 3:1), suspender novamente o material e centrifugar por 10

Minutos, a 900 rpm, descartando o sobrenadante com pipeta Pasteur:

8. 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:
11-Repetir os itens 8 a 10 por duas vezes. Ap0s a ultima centrifugacédo e

eliminagso do sobrenadante, adicionar 1 ml de fixador e suspender
Novamente bem o material. Este podera entéo ser guardado em geladeira,

acondicionado em pequenos frascos tipo "ependorff’, ou  trabalhado

Conforme os seguintes passos;
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-4 gotas da suspenséo obtida, sobre diferentes regides de uma

12.Pingar 3
placa aquecida, a 38-

l&mina bem limpa e seca, que deve estar sobre uma
39°C;

13.Deixar secar ao ar;
em tampéo fosfato (pH=6,8), durante 8

14.Corar com solugéo de Giemsa a 5%.

minutos;

15.Lavar a 1amina com agua destilada e deixar secar &0 ar.

5.1.2.3.Bandamentos Cromossémicos

5.1.2.3.1.Detecgdo das Regides Organizadoras de Nucléolos (NORs)
ganizadoras de nucléolos foi feita conforme

A caracterizacgo das regioes of

(1980), como descrita a seguir:

a técnica descrita por Howell e Black

1. Pingar sobre a lamina, preparada conforme a técnica adotada para
) de solugdo aquosa de gelatina a 2%

cromossomos mitéticos, 1 gota (2 pl
o de 1 ml para cada 100 mi de

(acrescida de &cido foérmico né@ proporga

solugéo);
anterior, 2 gotas (50 pl) de solugao aquosa de

2. Adicionar, sobre a gota (25 H)
deionizada (25 wl). Misturar bem e

nitrato de prata a 50% e 1 gota de 384
cobrir com laminula;
jodo de aproximadamente 5 minutos,

3. Incubar em est

ufa a 60°C, por um per
de um monitoramen de coloraggo da lamina e dos

dependendo to

cromossomos, a0 Microscopio;
do. quando 0S CfOMOSSOMOS  assumem  uma
H

4. Apés o tempo apropria )
éolos uma coloragéo preta ou

tonalidade amarelada € @s RONSs e 0S nucl ’ .
a deionizada, possibilitando que a laminula seja

marrom lavar em agu

retirada naturalmente pela propria agua-

5.1.2.3.2.Detecgdo da Heterocromatina Constitutiva — Banda C
a constitutiva foi utilizada a técnica

Para o estudo da heterocromatin
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descrita
por Sumner (1972) com algumas modificacdes:

-_—

10.L
La , I
var em dgua deionizada € $€

1. Tr
. Iratar a lamin nten m m m um
i
a contendo os cromossomos mitoticos com uma sol
solucdo de

HCI O >
2N, a temperatura ambiente, durante 15 minutos;

Lava : i
r em agua deionizada e secar ao ar,

? a C;

Lavar e secar ao ar;
5% por 40 a 60

o Ry w N

Submergi
e A
rgir as laminas em um cuba com hidréxido de Bario a

segundos, a 42°C;
6. Lavar 5
em solugdo de HCI 0,2N e em seguida em agua deionizada e se
‘ car ao

ar;
ma soluggo salina de 2 2xSSC, aquecida por 30

7.

Incubar as laminas nu
minutos a 60°C;

secar ao ar,

8. :
Lavar em agua deionizada €
em tampéo fosfato pH 6,8 durante 20 a 30

9. Co
. Cor . .
ar com Giemsa a 5%,

minutos;
car ao ar.

5.1.2.3.3.Coloragéo pelo Fluorocromo Cromomicina As
i descrita por Schmid (1980), com modificagdes:

¢éo de Distamicina A (0,3 mg/ml sobre a
r agindo por 15 minutos; escorrer a

. A técnica apresentada fO
olocar cerca de 150 pl da solu

lAmi :
ina), cobrir com jaminula e deixa
pao Mclivaine; deixa

o de Cromomicina
corando por 60 minutos NO escuro,
gua corrente, por aproximadamente 1

ne e deixar por 5 minutos;
o0 como meio uma solugao

r secar por alguns minutos;

l ’
aminula e lavar em tam
As, sobre a lamina, cobrir

Colocar 150 pl da soluca

no . :
vamente com laminula € deixar
e lavar com jato de a

2 em tampéo Mcllvai
m Jaminula utilizand

Escorrer a laminula
minuto: ami
inuto; mergulhar a lamin

D .
eixar secar ao ar e montar co
rada, filtrada antes

ada & temperatur
umentar @ estabili

do uso,

de sacarose satu
4 ambiente, nO €SCUro no minimo 15

Deixar a lamina guard
di i
ias antes de analisar, para a

dade do fluorocromo;
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6. Analisar em fotomicroscopio de epifluorescéncia, com filtro 450-490 nm (zona
de excitaggo do azul). Fotografar com filme T-max 100 ASA, revelado em D-

786.

5.1.2.4.Montagem dos cariétipos

A classificagdo cromossémica adotada foi proposta por Levan et al. (1964),
onde o critério adotado é a relagdo de bragos (RB) dos cromossomos; braco

Maior/brago menor.
RB=1,00 a 1,70 (cromossomo metacéntrico);

RB=1,71 a 3,00 (cromossomo submetacéntrico),
RB=3,01 a 7,00 (cromossomo subtelocéntrico);

RB maior que 7,01 (cromossomo acrocéntrico).

Na confecgéo dos cariétipos 08 cromossomos foram pareados em ordem
rupos cromossoémicos:

decrescente de tamanho e distribuidos nos quatro g
cromossomos metacéntricos (M), submetacéntricos (SM), subtelocéntricos (ST) e

acrocéntricos (A)
), isto &, somatdria dos bragos

Para obtengéo do numero fundamental (NF
submetacéntricos e

Ccromossomos metacéntricos,

Cromossdmicos, 0s
s bragos e 0S Cromossomos

Subtelocéntricos foram considerados com doi

acrocéntricos com apenas um brago.
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5.2. Graficos das freqliéncias cromossomicas das quatro

populagoes estudadas.

Grafico 1. Grafico de freqiiéncias do niimero dipléide para exemplares
fameas do corrego da Manga. A legenda identifica os

animais.
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o ntimero dipléide para exemplares

Gréfico 3. C:.:réﬁeo de freqiiéncias d
fémeas do coérrego dos Caetano. A legenda identifica os

animais.
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Grafico 5. ?réfico de freqiiéncias do nuimero dipldide para exemplares
fameas do corrego Cruz da Retirada Bonita. A legenda

identifica os animais.
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G . P
réfico 7: Freqiiéncia para 05 nameros dipléides de Astya
scabripinnis fémeas, coletadas no corrego Jat};ina;(

legenda identifica 0S animais.

n

g |

£

2 50 i!!i!i!iiiZf;‘,/m%%%{//;fée'zf,’%/’;mﬁ?@nmm.‘:mxsmﬂma

o a3 77273]

E

o 48

o

oy

°

o. 46
T ] 1
0 50 100 150

n° de células

E572 @946 B1955

ros dipléides de Astyanax
ados no coérrego Jatai. A

ra os nume

achos, colet
s animais.

Grafico 8. Freqiiéncia pa
scabripinnis M
legenda jdentifica 0

i)

[+,
(-]

0
n° de cromossomos
£ -9
(-]

&
(-]

200

100 150

no de células

50

~55 B789 @790 @960 B19%61

@551 |552 m784 B785 a

55



enética de quatro populagdes de Astyanax scabripinnis (Pisces, Characidae)
6. At .
Referénclas Bibliograficas
itogenética de Astyanax scabripinnis
50 Francisco. I siMPOSIO DE
EIXES NEOT ROPICAIS, 7.

AB

(P.EL, L.D.S.; MORElRA-FlLHO, 0. C

Cl:CeS, Characidae) da bacia do T
OGENETICA EVOLUTIVA E APLICADA DE P

199
8. Resumos...Londrina UEL, 1998. A22
<ies scabripinnis (Pisces,

AB
ChEL, L.D.S. A variabili
araci :
cidae) como estratég _Estudo da diversidade cariotipica
ia do rio Sao Francisco. 2001.

do -
grupo com anfase em popuk:\(}ﬁes da bacia d
Universidade Federal de

1 .
03f. Dissertagdo (Mestrado €

S&o Carlos, Sao Carlos.

s regioes organizadoras de nucléolo em

FORESTI, F.A
S&o paulo, v.37, n.3, p.448-452, 1985.

ALMEIDA-TOLEDO, L-;

peixes. Ciéncia e Cultura,
N FORESTI, F. Caracterizagéo

A
NDRADE, S.F. MAISTRO, E-L-
‘melodidae) proveniente do rio

C M rd .
ariotipica da espécie Rhamdia SP-
. AL DE GENETICA,

Sa 1
pucai, represa de Furmas, .

4
4. 1998. Resumos..» 1998. p.66
| F.. OLIVEIRA, C+ TOLEDO-FILHO,

MEIDA—TOLEDO,
inae  (Pisces: Siluriformes,

ANDREATA, AA. AL

S

A.  Chromosome studies in Hypoptopomat
teromorphism in

Loricari
oricariidae): | XXIXY s€X chromosome he

tietensi
istensis. Cytologia, TOKYO: .57, p-369-372 1992.

M.C.; VICARL M
do alto rio Tiba

Ribeirao Preto, V. 2

R.F. Analise cariotipica
stadual de Vila
3, n.3, p.49-50,

R ARTONI,

ANDRIONI. P.F.; GROSS:
gi, parque E

e .
m peixes da lagod Dourada: regia0
jar BiologY:

V
elha, PR. Genetics and MolecU

2000. (S
- uplemento).
pulagao de Astyanax

riotipico da po
tai, Uberlandia — MG.

ARAUJO, A.C.S- MORELLI, S. gstudo ca
cidae) nascente do corredo Ja
3, p.60, 2000. (Suplemento),

scabrininni
cabripinnis (Pisces: chara
Ribeiréo

G .
enetics Molecular giology:

preto, v-23 ™

56



Cit Ati
©genética de quatro populagbes de Astyanax scabripinnis (Pisces, Characidae)

ARBEX, Y.R.: FERREIRA, A.T.; ALVES, AL.; PORTO-FORESTI, F.; OLIVEIRA,
C, FORESTI, F. Variaco cariotipica entre populagdes de Astyanax scabripinnis

(Characiformes, Characidae, Tetragonopterinae) de trés bacias hidrograficas. In:
SIMPOSIO DE CITOGENETICA E GENETICA DE PEIXES, 9., 2002.

Resumos...Maringa: UEM, 2002. p.7.

BERTOLLO, LAC.: CAVALLARO, ZI A highly differentiated ZZ/ZW sex
chromosome system in a Characidae fish, Triportheus guentheri. Cytogenetics

and Cell Genetics, Basel, v.60, p.60-63, 1992

BERTOLLO, L.A.C.; TAKAHASHI, C.S.; MOREIRA-FILHO, O. Cytotaxonomic
Considerations on Hoplias facerdae (Pisces, Erythrinidae). Brazilian Journal of

Genetics, Ribeirao Preto, v.1, p.103-120, 1978.
doras de nucléolos em

B'CUDO, H.E.M.C. Variabilidade das regibes organiza
eUcariotos, Ciéncia e Cultura, S&o Paulo, v.37, n.3, p.440-447,1985.
Manual de identificacao de peixes da

BRITSKI, H.A.- SATO, Y.; ROSA, AB.S.
Fegido de Trés Marias (com chaves de identificagdo para os peixes da bacia

do Szo Francisco). 3.ed. Brasilia: Ministério da Irrigagdo, Companhia de
88. 115p.

Desenvolvimento do Vale do Séo Francisco (CODEVASF), 19
BRITSKI, H.A Peixes de agua doce de estado de Sdo Paulo: sistematica. In:

Poluigso e piscicultura, S&o Paulo, p. 79-108, 1972.
genia ¢ a citogenética dos peixes

BRUM, M.JI. Correlagses entre a filo
de Genética, 1995. p.5-42.

teleésteos. Ribeirdo Preto: Sociedade Brasileira

(Série monografias, 2).
amento cromossémico em

CARVALHO, RA.; DIAS, AL padres de band o : .
theringichthys labrosus (Pisces, pimelodiade), com especial énfase a ocorrencia
de cromossomos supranumerarios. in: SIMPOSIO DE CITOGENETICA E
GENETICA DE PEIXES, 9., 2002. Resumos...Maringé: UEM, 2002. P.64.

57



scabripinnis (Pisces, Characidae)

Cit St
ogenética de quatro populagdes de Astyanax

CENTOFANTE, L, BERTOLLO, LA MOREIRA-FILHO, 0. Comparative
of Characidium (Pisces, Characiformes).

of a ZW seX chromosome system and

54, n.3, p.253-260, 2001.

cytogenetics among sympatric species
Diversity analysis with the description

natural triploidy. Caryologia, Firenze, V-

A new method for karyological studies in teleost

CUCCHI, C.; BARUFFALDL, A
don, v.37, p.71-75, 1990.

fishes. Journal of Fish BiologY: Lon
rativos em quatro

6. 176f. Dissertagao

enéticos compa

DANIEL-SILVA, M. F.Z. Estudos ¢itod
Charamdae) 199

espécies do género Astyanax (Pisces

(Mestrado) — Universidade de 550 Paulo, S&0 Paulo

L. MOREIRA-FlLHO 0. Contribuigao citogenética

). Ocorréncia de microcromossomos B,

o de heterocro
ENETICA DE PEIXES, 9,

DANTAS, E.S.0.; SOUZA. |
em Moenkhausia (Pisces: Characidae
deteccdo de Ag-NORs € distribuicd
SIMPOSIO DE CITOGENETICA E G
Resumos...Maringé: UEM, 2002 p.26.

matina constitutiva. In:
2002.

0, O ~ Natural triploidy and B

g Astyanax (Characudae) Brazilian

157-163, 1994.

NIOR, H.F.J. Ocorréncia de cromossomos

FAZOLI, L.C.; CASTRO. ALB.P. JU
haracidae, Tetragonoptermae) da bacia do

supranumerdrios em Astyandx spB
CITOGENETICA E GENETICA DE PEIXES,

rio Iguagu (PR). I SIMPOSIO DE
9., 2002. Resumos.- Maring@: . UEM, 2002, p.5.
FELDBERG, E.; PORTO JIR.; SA ANTOS, EBP'VALENTIM, £ C.S. Cytogenetic
igs of the genus Plagioscion (Perciformes,
Ribeir&o

studies of two freshwater sciaen!
n. GeneticS an

Scianidae) from the central amazo
Preto, v.22, .3, p.351-350 1999

d Molecular Biology;

AMACHO, JP.M. B

c

FENOCCHIO, A.S.; gERTOLLO, LA KAHAjHl(sC |Sformes pimelodidae)

chromo h species: genus Rhamaé o , .
somes in two fish 5P o .34, p105-10% 2000.

Folia Biologica (Warszawa), warszawa V-7

1l

58



Cit a4i
Ogenética de quatro populagées de Astyanax scabripinnis (Pisces, Characidae)

FENOCCHIO, A.S: BERTOLLO, LAC. Supernumerary chromosome in a
Rhamdig hilarii population (Pisces, Pimelodidae). Genetica, Dordrecht, v.81,

P.193-198, 1990.

FERNANDES, C.A: MARTINS-SANTOS, I.C. Caracterizagéo citogenética em

duas Populagdes de Astyanax scabripinnis (Pisces, Characiformes) da bacia do
fio Ivaf, PR, Brasil. In: SIMPOSIO DE CITOGENETICA E GENETICA DE PEIXES,

9., 2002. Resumos...Maringa: UEM, 2002. p.5.

FERRO, D.A.M. Andlises cariotipicas e dos cromossomos B em populagdes
cidae). 2000. 98f. Tese (Doutorado em

de Astyanax scabripinnis (Pisces, Chara
Gengtica e Evolug&o) — Universidade Federal de Sao Carlos, Séo Carlos.

FINK, S.V,; FINK, W.L. Interrelationships of the ostariophysean fishes (Teleostei).
London, v.72, n.4, p.297-353, 1981.

Z°°'°Qical Journal of the Linnean Society,

FORESTI, F. Hipotese alternativa sobre @ origem dos Cromossomos
OGENETICA EVOLUTIVA E

SUpernumerarios em peixes. In: SIMPOSIO DE CIT
APLICADA DE PEIXES NEOTROPICAIS, 7., 1998. Resumos...Londrina: UEL,

1998,

FORESTI, F.. OLIVEIRA, C.; ALMEIDA-TOLEDO, L.F. A method for chromosome

Preparations from large fish specimens using in vitro short-term treatment with
Colchicine, Experientia, Basel, v.49, p.810-813, 1993
GARDNER E. J. Genética. Tradugéo de Anténio Thadeu Mattos da Luz et al.

S.ed. Rio de Janeiro: Interamericana, 1977. 503p.
rqyrimarginatus sp. 1. (Characiformes,

GARUTTI, V. Descricdo de Astyanax @ e
Brasil. Revista Brasileira de

Characidae) procedente da bacia do 10 Araguaia,
591, 1999.

Biologia, Sao Carlos, v.59, n.4, p.585
émico robertsoniano em

GIULIANO- L Polimorfismo cromoss
O-CAETANO, L. s, Loricariinae). 1998. 78f. Tese

Populags i aforicaria latirostris (PiSce
¢Oes de Rineloric ade Federal de S&o Carlos, S&o

(Doutorado em Genética e Evolugéo) — Universid

Carlos.

59



Ci Ati
itogenética de quatro populagbes de Astyanax scabripinnis (Pisces, Characidae)

GODOY, M.P. Peixes do Brasil, sub-ordem Characidae: bacia do rio Mogi-

Guassu. 1. Piracicaba: Franciscana, 1975. 216p.
Guanabara, 1988.

GUERRA, M. Introdugao @ citogenética geral. pernambuco:

142p.
g of nucleolus organizer

Controlled silver-stainin
thod. Experientia, Basel,

HOWELL, W.M.; BLACK, D.A.

regions with a protective colloidal developer a 1-step me

v.36. p.1014-1015, 1980.
radugdo de Almiro Blumenschein. Sao

JOHN, B. Citogenética de populagoes- T

ersidade de Séo paulo, 1980. 84p.

Paulo: Pedagogica € Universitaria; Univ
ica de populagoe
em trés pacias hi
Universi

JUSTI, Al Caracterizagao cariotip s de Astyanax fasciatus
(Cuvier, 1819) Pisces; Characidae,
Dissertagdo (Mestrado em Genética € Evolugéo) ~

drograicas- 1993. 83f.
dade Federal de Séo

Carlos, Sao Carlos.

, L. Analise citogenetica de Astyanax cf

KANAYAMA, F.S:; GIULIANO-CAETANO _ ‘
scabripinnis (Characidae, Tetragonopterinae) da bacia do 110 Tibagi, PR, Brasil. In:
SIMPOSIO DE CITOGENETICA ¢ GENETICA DE PEIXES, 9. 2002
Resumos...Maringa: UEM 2002. p-9-

KANTEK, D.L.Z; FENQCCHIO, AS, CESTARL M.M. Polimorfismo de
heterocromatina € triploidia natural €M Astyanax  SP- D (Ch’aramdae,
Tetragonopterinae) da regido do alto rio jguagy (PR). In: SIMP'OS’IO DE
CITOGENETICAE GENETch DE PEIXES, 9., 2002. Resumos...Marmga. UEM,
2002. p.19.

LEVAN A: FREDGA K. SANDBERG, A Nomenclaturé for centromeric

y . y ) N 52’ p201 -220, 1964

position on chromosomes: Hereditas: Lund, V-
ytogenetic characterization of a

MAISTRO . coREST! F- ©

, E.L, OLIVEIRA, C. ‘

Supernumerary chromosome segment and of B-chromosomes in AstyanaX
Characidae). Genetica; pordrecht, v.110, p.177-183,

Scabripinnis (Teleostel,
2001,

i

60




A
'

Citogenéti
ica & 2
de quatro populagdes de Astyanax scabripinnis (Pisces, Characidae)

MAISTR
0O, EL, OLIVEIRA, G FOREST!, F. Sympatric occurrence 0 two
formes, Characidae). Genetics and

Cytot
ypes of Astyanax scabripinnis (Characi
369, 2000a.

Mol :
ecular Biology, Ribeirédo Preto, v.23,n.2, p.365

C,; FOREST!, F. Cytogenetic analysis of A- and B-
i, Prochilodontidae) using different

ds. Genetica, Dordrecht, v.108,

MAISTRO, E.L., OLIVEIRA,

chro .
mosomes of Prochilodus lineatus (Teleoste

restricti
riction enzyme banding and staining metho

p.119-125, 2000b.

EIRA, C. New ocecurrence of a macro B-

(Pisces, Characi
v. 17, n.2, p- 153-156, 1994.

M
AISTRO, E.L; FOREST!, F. OLIV

chrom . ,
osome in A. scabripinnis paranae
a, Ribeirao Preto,

formes, Characidae).

R .
evista Brasileira de Genétic
entre populagées de Astyanax

o paranapanema. 2001. 97f.
dade Federal de Sao

ca comparativa
) da pacia do Ti

yolugao) —

M
ANTOVANI, M. Citogenéti

scabripinni .
bripinnis (Pisces; Characidae

m Genética € E Universi

Di 5
issertacao (Mestrado €

Carlos, Sao Carlos.
A: MOREIRAFILHO, O

MESTRINER, C.
|ar organizer regions in

d nucleo
for understanding karyotypic

MANTOVANI M.; ABEL. LD.S:
rochromatin an

cidae): tools
_168, 2000.

Ac
centuated polymorphism of hete
(Pisces, Chara

A
styanax scabripinnis
cht, v.109, p.161

e .
volution. Genetica, Dordre
GC-rich heterochromatin in

| P.M Amplification of a
etics

':"ARGARIDO, V. P.: GALETTL
he freshwater fish Leporinus desmotes (Characiformes, Anostomidae). Gen
569-573, 2000.

a
nd Molecular Biology> Ribeirao Preto, v.23,n3P

MARGARIDO, V.P; GALETT!, P.M. tin patterns and karyotype
Brycon and Salminus (Pisces,

relati .
elationships within and petween the generd
Characidae). Genetics and molecular giology: Ribeiréo Preto, V.22 n.3, p.357-
361, 1999.
cntogenética dos Bryconinae

contribui<}510
m Genética e

MARGARIDO, V.P. UmMa
(Characiformes, Characid@®)-* o5, 1151, Dissertae=?

Federal de S20 Carlos,

E .
voluggio) — Universidad®

61




Citogenéti
ic &
a de quatro populagoes de AstyahaX scabripinnis (Pisces, Characidae)

58 rDNA in species of the

MA .
RTINS, C.: GALETTI-JUNIOR, P.M Organization of
characterized by distinct

rent genomic locations are

fish Leporinus: two diffe
0.903-910, 2007.

no :
ntranscribed spacers. Genome, Ottawa, v.44,

MAR
TINS, C,; GIULIANO-CAETANO, L DIAS, AL Occurence of 2 B
Cytobios,

chro .
mosome in Cyphocharax modesta (Pisces, Curimatidae).

C .
ambridge, v.85, p.247-253, 199

s e evolugao. Tradugao de Hans Reichardt. Sao

M
AYR, E. Populagdes, espécie
lo, 1977. 485p.

P —_
aulo: Universidade Federal de Sao Pau

Edgard Blucher, 1971

M
CALESTER, A.L. Historia geolégica da vida.

fauna de peixes de agua doce das

M
ENEZES, N.A. Distribuicgo € origem da
grandes bacias fluviais do Brasil Polui¢do € Paulo, p.73-78,

1972.

piscicultura, Sao

R.; RUIZ, I.R.G.; ABEL,

Structural and functional
is an

p M. VALENTINI 3

AMACHO, J.P.M.
id fish AstyanaX scabripinnis

MESTRINER, C.A.; GALETTL

LD<-
D.S.. MOREIRA-FILHO, O C

ovi
vidence that a B chromosome in the charac
Essex, v.85, p.1-9, 2000.

i
sochromosome. Heredity;
¢ and morphometric

s, C. Cytogeneti
S, Characidae) from

nis” (Piscé
ibeirao Preto, v.21, n.1,

ARTINS-SANTO
x “scabripin
Jecular Biology, R

MIZOGUCHI, S.M.HM.; M

di :
ifferences in populations of Astyana

Maringa region, PR. Genetics and Mo

P.55-61, 1998.
mico no

orfismo cromosso

MOLINA, W.F. Cromossomos sexuais © polim
Anostomidae). 1995. (Mestrado

iversidade Federal d& g30 Carlos,

pASTORI, M.C: B

MOREIRA-FILHO, O.; FENO
ric macrochro B in differen
inae)- Cytologia, Tokyo, v.66,

165f. Dissertagéo

gén . .
ero Leporinus (PiSces:
S350 Carlos.

e »
m Genética e Evolugéo) — U
ERTOLLO, L.A.C.

t species of the

0O
ccurrence of a metacent
genus Astyanax (Pisces, Characidaé,

P.59-64, 2001.

62



Citogenéti
genética de quatro populagoes de AstyanaX scabripinnis (Pisces, Characidae)

0, | A.C. Astyanax scabripinnis (Pisces,
f Genetics, Ribeirdo Preto,

MOREIRA-FILHO, O. BERTOLL

Characi . .
acidae): a species complex. Brazilian Journal ©

V.14, n.2, p. 331-357, 1991.
P.M,; BERTOLLO, L.A.C. variabilidade

MOREIRAFILHO, O.; GALETT-UNIOR,
ae (Pisces, Characidae). Ciéncia e

nopterin

C -~ .
romossomica na subfamilia Tetrago
978. (Suplemento).

Cultura, S0 Paulo, v.30, p.548-549. 1
es do género Hoplias, grupo

volutiva em espéci
regioes

heterocromatina e
torado em Genética €

MORELLI, S. Citogenética €

lac .
erdae. Macroestruturd cariotipica,

organizadoras de nucléolo. 1998 76f. Tese (Do

Evolugéo), Universidade de g30 Carlos.
M. Altitudina| variation for B

NEO, D.M;; MOREIRA-FILHO.0- CAMACHO, J-P-
ity, EsseX,

haracid fish Astyanax scabripinnis. Hered

chromosome frequency the ©

v.85, p.136-141, 2000.
tyanax scabripinnis

NEO, D.M. Distribuigao dos cromos
(Pisces, Characidae) a0 jongo do Ribeirao Grande, N regido de Campos do
Jordao — SP. 1999. 85t Dissertaga0 (Genética

Federal de Sao Carlos, S&0 Carlos.

OLIVEIRA, C.; FORESTI, F- Revisdo doS estudos citogenéticos €M peixes
. gmpOsIo DE CITOGENETICA E

continentais. in:
NPA, 2000. p.24.

neotropicais de aguas
000. Resumos...Manaus: |

GENETICA DE PEIXES, 8., 2
gIMPOSIO DE CITOGENETICA

OLIVEIRA, C. Citotaxonomia peixes- In:
NEOTROPICAlS. 5., 1994.

EvoLuTA E APLICADA D PEIXES

Resumos...Botucatu: UNESP, p.2, 1994.
: ORElRA-FlLHO, 0. Estudios

RONCATL H.;
In: gIMPOSIO DE

PASTORI, M.. FENOCCHIO: A
NEOTROPICAIS, T

Citogeneticos em Astyanax schubaﬁ'
CITOGENETICA EVOLUTIVA E A
1998. Resumos...Londrin& UEL, 1998.

63




Citogenética de quatro populagoes de Astyanax scabripinnis (Pisces, characidae)

tema de cromossomos supranumerérios em
1881. (Pisces — Prochilodontidae). 1981.

tica Ecologica) ~ Universidade Federal de

PAULS, E. Evidéncias de um sis
Prochilodus scrofa steindachner,
190f. Dissertagao (Mestrado em Gené

Sao Carlos, Sao Carlos.
citogenética de uma

0. Caracterizagéo
ournal of GeneticS,

PFISTER, S.C. MOREIRA-FILHO,
populacio de Astyanax eigenman
Ribeirao Preto, v.20, n.3, P- 101, 1997. (Sup|emento).

niorum. Brazilian J

PHILLIPS, R.B; (HSSEN, P.E. Chromosome panding in salmonid fishes:

nucleolar organizer in Salmo and Salvelinus. Cana

Cytologia, v.27, p.433-440, 1985.

dian Journal Genetics and

onstitutiva. Ribeiréo

PIECZARKA, J.C.; MATTEVL, M.S. Heterocromatina c
Série monografias, 7).

Preto: Sociedade Brasileira 4 Genética, 1998 p.185-225. (
POLASTRI, M.H.T. Minas Gerais: Texto © Contexto. 5° série. Sa0 Paulo: FTD,

1996. 104
ade cariotipica em populagﬁes de

PORTO, F.E.; MARTINS- _SANTOS, G- Diversid
Astyanax altiparane (PisceS Characidae) das bacias d° fio Parana e lguagy: In:
ENETICA DE PEIXES, 9 2002.

SIMPOSIO DE CITOGENETICA E G
Resumos...Maringa: UEM, 2002. p-3-
MAISTRO, EL £OREST!, F. Estimated

PORTO-FORESTI, F.; OLVERA ¥
ulation density of Astyanax scabripinnis

frequency of B-chromosomes & and poP
50 Preto, v.20,

jlian Journal fGenetlcs Ribeir:

paranae in a small stream- Braz

n.3, p.377-380, 1997
L.F. Supernumerary B

pisces, Characrformes)
615, 1993.

ROCON-STANGE, EA-

C )
hromosomes restricts t0 M
Revista Brasileira dé Genética, Ribeira®

Qcorréncia de dois tipos

ROSA, C.; A RECC
GIARETTA, A/ sart (ATUTE, Leptodactyhdae) Genetics

de cromos Megaelosia mas
somos B em Me9 3, n3, pAT, 2000 (Suplemento).

and Molecular Biology

64



Citogenéti
genética de quatro populagées de AstyanaX scabripinnis {Pisces, Characidae)

SAL .
VADOR, L.B; MOREIRA-FILHO, O. 8 chromosomes in Astyanax scabripinnis

Pi -
(Pisces, Characidae). Heredity, Essex, v.69, p-50-56; 1992.

utionary diversity of reverse (R) fluorescent

SCHMID, M.; GUTTENBACH, M. Evol
Berlin, v.97, 0.101-114,1988.

chr
omosome bands in vertebrates. Chromosoma,

S
CHMID, M. Chromosome panding in amphibia VIl. Analysis of the structuré and
in, v.87, p.327-344, 1982.

v
ariability of NORs in Anuré. Chromosoma; Berli
ibia. V. Diﬁerentiation of GC- and AT-

SCHMID, M. Chromosome panding in amphibi
Berlin, v.77, p.83—1 03, 1980.

ric
h chromosome regions in Anura. Chromosoma,

dispersion and the
1-74, 1987.

SCHWEIZER, D.; LolbL, J. A model for heterochromatm
evolution of C- band paterns- Chromosomes Today, v.9, P.6
os cromossomicos nos

(Pisces: Characlformes)

- Umver5|dade Federal de

s e bandament

SOUZA, L. rDNAs nucleare
cabripinnis

Astyanax S

caraci -
aracideos Salmininae €
em Genética © Evolugéo)

2001. 111f. Tese (Doutorado

S&o Carlos, Sao Carlos.
SOUZA, L.L.; GALIAN.J; RUA, P.D.L: BERTOLLO, LA MOREIRA-FILHO. O-
hromatm and nucleolar rDNA sites

Non-random distribution of the GC-rich heteroC
0.85-91, 2001.

0
n Astyanax scabripinnis chromosomes:
OR, PM. Heterochromatin

SOUZA, |.L. MOREIRAFILHO: 0. GALETTH _JUNI
differentiation in the characid fish AstyanaX scabripinnis. Brazilian Journal of
9,n.3, 0.405-410, 1996.

Genetics, Ribeirdo Preto, V- 1
ity in the AstyanaX

FILHO, 0. Cytod
; d|str|but|on in a

SOUZA, IL; MOREIRA-

s
abripinnis species complex

small stream. Cytologia; Tokyo, v.60, P- 11, 1995

SOUZA, LL; MOREIRA—FILHO 0. BE TOLLO, A.C. Cytogene’uc diversity in

the Astyanax scabripinnis (Pisces, C cacidae) plex 1l Different cytotypes
v.60, p.273—281, 1995

living in sympatry. Cytologla, Tokyo,

65




Citogenétj 5
genética de quatro populagdes de Astyanax scabripinnis (Pisces, Characidae)

SP - i
ER‘L”.\IG, K, KALSCHEUER, V.; NEITZEL, H. Transcriptional activity o
Constitutive heterochromatin in the mammal Microtus agrestis (Rodentia

Cricetidae). Experimental Cell Research, New York, v.173, p.463-472, 1987.

STRIPECKE, R.; NOGUEIRA-PINTO, M.T.; HACKEL, C.; SAZIMA, I. O cariétipo

de A eigenmanniorum (Osteichthyes, Characidae). In. CONGRESSO

BRASILEIRO DE ZOOLOGIA, 12., 1985. Resumos...Campinas: 1985. p.173.

SUMNER, A.T. A simple technique for demonstrating centromeric heterocromatin.
Experimental Cell Research, New York, v.75, p.304-306, 1972.

M. Cromosomas humanos: estructura,

THERMAN, E.;  SUSMAN,
Comportamiento y efectos. 3.ed. Ribeirdo Preto: Sociedade Brasileira de Genética,

1996. 383p.

TOLEDO-FILHO, S.A.: FORESTI, F.; RIBEIRO, AF. Ictiogenética: Aspectos
basicos e aplicados. Ciéncia e Cultura, Sdo Paulo, v.30, n.3, p.320-327, 1978,

TORRES-MARIANO, A.R. Descrigdo citogenética de espécies do género
Astyanax (Pisces, Characidae) da bacia do rio Araguari — Uberlandia (MG).
2001. 61f. Dissertagio (Mestrado em Genética e Bioquimica) ~ Universidade

Federal de Uberlandia, Uberlandia.

VARLEY, J.M.: MACGREGOR, H.C.; NARDI, I.; ANDREWS, C.; ERBA, H.
Cytological evidence of transcription of highly repeated DNA sequences during the

lampbrush stage in Triturus cristatus carnifex. Chromosoma, Berlin, v.80, p. 289-

307, 1980.

VENERE, p.c.. MIYAZAWA, C.S; GALLETI-JUNIOR, P.M. New cases o
es. Genetics and Molecular

Supernumerary chromosomes in characiform fish
Biology, Ribeirao Preto, v.22, n.3, p.345-349, 1999,

M. Natural triploid and chromosome B in the

VENERE, P.C.: GALETTI-JUNIOR, P.
Revista Brasileira de

fish Curimata modesta (Curimatidae, Characiformes).
687, 1985.

Genética, Ribeirao Preto, v.4, p. 681

66



Citogenética de quatro populagdes de Astyanax scabripinnis (Pisces, Characidae)

VICENTE, V.E.; MOREIRA-FILHO, O.; CAMACHO, J.P.M. Sex-ratio distortion
associated with the presence of a B chromosome in Astyanax scabripinnis

(Teleostei, Characidae). Cytogenetics Cell Genetics, Basel, v.74, p.70-75, 1996.

VIEIRA, M.R;; OLIVEIRA C.. FORESTI, F. Padrées de bandamento G em

Cromossomos de Astyanax scabripinnis (Pisces, Characidae) da regido de
Botucatu, SP. In: SIMPOSIO DE CITOGENETICA EVOLUTIVA E APLICADA DE

PEIXES NEOTROPICAIS, 7., 1998. Resumos...Londrina: UEL, 1998.

VITTURI, R.; LIBERTINI, A.; CAMPOLMI, M.; CALDERAZZO, F.; MAZZOLA, A.

Conventional karyotype, nuclear organizer regions and genome size in five
Mediterranean species of Syngnathidae (Pisces, Syngnathiformes). Journal of

Fish Biology, London, v.52, p.677-687, 1998.
WASCO, A.P.; GALETTI-JUNIOR, P.M. Mapping 18S ribosomal genes in fish of
the genus Brycon (Characidae) by fluorescence in situ hybridization. Genetics

and Molecular Biology, Ribeirao Preto, v.23, n.1, p.135-138, 2000.

WASCo, AP.; VENERE, P.C,; GALETTI-JUNIOR, P.M. Chromosome
divergences between two sympatric characid fishes of the genus Bryconamericus.

Brazilian Journal of Geneticcs, Ribeirdo Preto, v.19, n.2, p.225-230, 1996.

67



