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Introducao Geral

A maior e mais variada ictiofauna do planeta encontra-se no Brasil, devido
ao seu extenso sistema hidrografico, muitas espécies ainda sao
desconhecidas. O papel econdmico da ictiofauna no Brasil ndo se restringe
somente ao comércio, mas possui um extenso atrativo o crescente ramo do
turismo ecdlogo. Entretanto, além da poluigdo de rios e corregos, que tem sido
uma preocupacao mundial e acarretam morte e/ou mutacdo de peixes, outro
fato que merece atencdo € a construcdo de barragens e hidroelétricas que
provocam o peixamento indevido.

Situada na regido do triangulo mineiro, Uberlandia € a segunda maior
cidade do estado de Minas Gerais. Seu crescimento desordenado acarretou
impactos ambientais, promovendo a degradacdo de rios e coOrregos do
municipio, comprometendo a ictiofauna nestes locais.

A espécie de peixe Rhamdia quelen, pertence a Ordem Siluriforme,
familia Heptapteridae, e o género Rhamdia possui vinte e oito espécies e duas
provaveis espécies novas. Rhamdia quelen tem varios nomes populares entre
eles bagre, jundia ou lobd. Por seu sabor caracteristico ele possui grande
importancia econémica para as populacées ribeirinhas de Minas Gerais. Os
estudos citogenéticos fornecem uma importante contribuicdo para o
conhecimento evolutivo e taxonémico da espécie, informacdes necessarias
para o desenvolvimento da piscicultura e a realizacdo de repovoamento nessa
regiao.

A citogenética é a area da genética que tem como objetivo o estudo
morfoldgico e estrutural dos cromossomos. Como ciéncia, a citogenética ainda
auxilia o melhor entendimento evolutivo populacional e classificacdo das
espécies dos peixes.

Os cromossomos B sdo cromossomos adicionais e teoricamente
dispensaveis ao organismo, nao pareiam e nado sao homodlogos aos
cromossomos As. Os cromossomos B foram encontrados em 40 espécies de
diferentes taxons de peixes neotropicais, dentre dos aproximadamente 1,5%
dos caribtipos estudados até agora. Eles podem possuir diferentes tamanhos,

em Astyanax aparecem cCOmMO macrocromossomos, em Rhamdia possuem



tamanho médio e em Prochilodus sao microcromossomos. Existem diferencas
guanto ao sexo e populagdes estudadas.

A origem desses cromossomos € ainda desconhecida, sendo varias as
hipoteses desenvolvidas para explica-la e elucidar a subseqliente evolucao dos
cromossomos Bs. Eles podem ter se originado de um hibrido com sucesso, por
tanto possuir origem inter-especifica, ou através da ndo-dijuncdo ou por
isocromossomo, tendo origem intra-especifica. As duas hipéteses parecem ser
plausiveis e verdadeiras.

Esses fatores, juntamente com a grande variagdo de numero dipléide
devido aos cromossomos B ou supranumerarios torna Rhamdia quelem um
excelente modelo para o desenvolvimento de estudos citogenéticos. O
presente visa elucidar a caracterizacao citogenética de quatro populacdes de
Rhamdia quelen, buscando a obtencdo de novos dados que possam auxiliar

em uma melhor compreensao de evolugdo cromossémica deste grupo.



Capitulo 1: Aspectos citogenéticos da familia Heptapteridae

Citogenética de Peixes

O Brasil possui a maior biodiversidade do mundo, assim como um dos
mais extensos sistemas hidrogréaficos, com suas oito bacias. Devido a isto, os
peixes assumem grande importancia econémica, evolutiva e ecoldgica.

Toledo Filho et al., 1978 destaca a importancia do estudo evolutivo dos
peixes por possuirem uma posi¢cao chave na filogenia dos vertebrados, tendo
assim um papel decisivo para a identificacdo de linhas evolutivas que
originaram os Tetrapoda.

A crescente modificagdo no habitat da ictiofauna, tais como: construcéao
de barragens, desvios e poluicdo, causam efeitos devastadores, acarretando
desaparecimento e morte de diversas espécies. Para controlar o dano, sao
feitos repovoamentos indevidos que geralmente agravam o problema, com a
introducao de espécies exoticas aos ambientes naturais ja degradados, o que
dificulta o estudo das espécies nativas. Essa diversidade e interacoes
bioldgicas podem ser melhor estudas com o auxilio da citogenética.

Os estudos ictiocitogenéticos proporcionam ndao s6 um maior
conhecimento genético, mas auxiliam no entendimento da dindmica evolutiva
das populacdes de peixes. Além de ser um excelente meio de acompanhar o
impacto dos poluentes fluviais na ictiofauna.

Trabalhos iniciais nessa area se restringiram ao niumero cromossémico
das espécies, contudo, os avancos nas metodologias possibilitaram um
conhecimento mais profundo das espécies estudadas (TORRES-MARIANO,
2001).

O grupo dos peixes apresenta poucas pesquisas citogenéticas quando
comparado com outros vertebrados. As espécies relatadas citogeneticamente
correspondem, somente, em cerca de 5% dos 20 000 ou mais espécies
existentes. Essa situacdo reflete a natureza desfavoravel dos tipos
cromossémicos dos peixes para a cariotipagem, juntamente com o grande
namero de espécies que possuem a presenca de pequenos Cromossomos
(FUJIWARA et al. 2001).



A citogenética de peixes neotropicais teve seu inicio na década de 70,
com trabalhos em Astyanax por Jim e Toledo em 1975, Pimelodidae com
Toledo e Ferrari (1976) e Michele et al. em 1977 com Cichlidae e Loricariidae
(JIM; TOLEDO, 1975; TOLEDO; FERRARI, 1976; MICHELE et al., 1977 apud
ARTONI et al., 2000). Segundo Oliveira et al. (1996 apud ARTONI et al., 2000)
até o presente momento s&o conhecidos os numeros dipldides de 706
espécies, variando de 2n=20 para Pterolebias longipinnis a 2n=134 para
Corydoras aeneus. Em peixes neotropicais 0s cromossomos sexuais ocorrem
em aproximadamente 50 espécies e 0s supranumerarios sao verificados em
torno 33 espécies (NIRCHIO; OLIVEIRA, 2006).

Segundo Torres-Mariano (2001) devido ao seu grande tamanho, o grupo
dos peixes possui muita diversidade dentro das ordens, familias, géneros ou
mesmo espécies. A ampla distribuicdo, principalmente nas diferentes bacias
hidrograficas, leva ao isolamento reprodutivo. O isolamento geografico das
populacdes possui um papel importante na especiacao, e também pode levar a
extincdo de pequenas populacdes (PAIVA et al., 2005).

No grupo dos ciclideos e de alguns caraciformes, entre os quais
podemos citar Curimatidae, Prochilodontidae, Parodontidae e Anostomidae
com 2n=54, a variabilidade cromossémica é menor. Dentro da familia
Characidae, é possivel encontrar subfamilias com numeros constantes:
Salminae (MARGARIDO, 1995; MONDIN et al., 1999; VENERE et al., 1996),
Acestrorhynchinae (FALCAO; BERTOLLO, 1985 apud MONDIN et al., 1999;
TORRES-MARIANO 2001) e Bryconinae com 2n=50 (MARGARIDO, 1995). As
estruturas das populacbes estdo relacionadas com a variabilidade ou
conservacionismo dos cariotipicos (OLIVEIRA et al., 1988). O maior grau de
variacdo cromossémica € mais freqlente em espécies que apresentam
populacbes menores e sedentarias, jA aquelas que possuem grandes
populacdes de alta dispersao, teriam cariétipos mais conservados (MAISTRO,
1996).

Em estudos citogenéticos conduzidos nas subordens Gymnotoidei e
Siluroidei da ordem Suluriformes, observou-se uma ampla variabilidade
cariotipica, com diversidades tanto nos niumeros cariotipicos quanto nas formas

dos cromossomos. Na subordem Siluroidei o caridtipo parece ser mais
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conservado, sendo o numero cromossdmico basal igual a 2n=56 + ou — 2
cromossomos (ARTONI et al., 2000; FENOCCHIO; BERTOLLO, 1992).

Nos Teleostei, os Loricariidae, conhecidos como bagres, sdo a segunda
maior familia em numero de espécies. Possui 70 géneros e 6 subfamilias
(Neoplecostominae, Loricarinae,  Hypoptopomatinae,  Ancistrinae e
Hypostominae). Ha grande variagdo no numero cromossémico nesse grupo,
desde 2n= 36 nos Loricariinae, Rineloricaria latirostris, até 2n=80 nas espécies
Hypostominae. Sugerindo varios rearranjos cromossomais como na divergente
evolugéo cariotipica (ARTONI; BERTOLLO, 2001; KAVALCO et al., 2005).

As fusbGes céntricas emergem como um processo potencialmente
importante na evolucao cariotipica (KAVALCO et al., 2005). Isto ndo exclui a
ocorréncia de outros rearranjos cromossomais na histéria evolutiva do grupo. A
fissdo centromérica é observada em outros vertebrados (ARTONI; BERTOLLO,
2001). Feldberg (1990) propde a hipdtese de que rearranjos Robertsonianos,
do tipo fissdo céntrica, tenham ocorrido na evolucao cariotipica de Potamorhina
altamazonica e Potamorhina latior, para tanto, supde-se que fissdes céntricas
seguidas de fusdes e inversdes em um ancestral das espécies, levaram as
formacoes cariodtipicas atuais. Segundo Feldberg, 1990 ha um predominio de
fusbes sobre as fissbes. Os rearranjos Robertsonianos, fusdo de dois
cromossomos  acrocéntricos  formando um  metacéntrico, causam
diversificagbes cariotipicas numeéricas e morfolégicas sem alterar o numero
fundamental (nUmero de bracos).

As ampliacbes dos estudos citogenéticos em peixes possibilitaram o
aumento na constatacdo de variagdes envolvendo tanto a estrutura quanto o
namero de cromossomos. Os avancos tecnoldgicos na area da citogenética,
unida com as metodologias convencionais e classicas, auxiliam a compreensao
dos mecanismos de especiacdao que atuaram e atuam neste vasto grupo
(MAISTRO, 1996).

A familia Heptapteridae

O conhecimento citogenético dos peixes aumentou nos ultimos anos.
Aapesar disto, alguns grupos sdo pouco estudados ou s6 possuem dados

superficiais, um desses sao as espécies da ordem Siluriformes, uma ordem
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que possui varias familias neotropicais com um grande numero de espécies,
muitos de importancia econémica (FENOCCHIO; BERTOLLO, 1992). Um bom
exemplo conhecido de polimorfismo em peixes, envolvendo rearranjos
cromossomais ocorrem na maioria dos géneros da familia Salmonidae (BORIN;
MARTINS-SANTQOS, 2000).

Estudos com os Pimelodidae mostram que muitas espécies apresentam
56 cromossomos, apesar do numero dipléide variar de 46 a 63. Estes dados
predominam na maioria das espécies contidas nas subfamilias Sorubiminae e
Pimelodinae (SEBASTIAN et al., 2000). Alguns géneros da familia Pimelodidae
incluem Pimodella, Rhamdia, Imparfinis, Cetopsorhamdia e Rhamdella foram
agrupados na nova subfamilia Heptapteridae (Rhamdiidae), baseada em
caracteristicas morfolégicas e genéticas (PINNA, 1993 apud SWARCA et al.,
2000).

Uma analise de dados de diferentes espécies das subfamilias
Pimelodidae e Rhamdiidae identifica que de um total de 300 espécies, apenas
33 foram caracterizadas citogeneticamente. Os caribtipos de espécies de
alguns géneros mostraram uma grande variabilidade quanto ao numero
cromossémico (SWARCA op cit). Os Pimelodella apresentaram um ndmero
dipléide de 46 a 58 cromossomos (SILVA et al., 1996; VASCONCELQOS;
MARTINS-SANTOS, 2000), enquanto o género Rhamdia apresenta de 56 a 62
cromossomos (FENOCCHIO et al.,, 1994; GONZALES, 1994; TOLEDO;
FERRARI, 1976 apud JORGE; SANCHEZ, 2005; ABUCARMA; MARTINS-
SANTOS, 1996; JORGE; SEBASTIAN, 2005). Oliveira et al. (1988) propdem
que a extensiva variabilidade cariotipica entre as duas subfamilias sugere um
reajuste cromossomal responsavel pela especiacdo deste grupo. O principal
rearranjo cromossémico responsavel pela reducao do numero dipléide em
Pimelodella parece ser a translocacdo robertsoniana (VASCONCELOS;
MARTINS-SANTQOS, 2000). Entretanto, surgem rearranjos através de delecoes
como observado durante a diferenciacédo do sistema sexual cromossémico em
Pimelodella sp (DIAS; FORESTI, 1993).

Segundo SWARCA et al. (2000) a evolucéo cariotipica entre as duas
subfamilias é mais divergente que uniforme. A Rhamdiidae possui uma grande



diversidade cariotipica, enquanto os Pimelodidae sdo mais constantes,
amparando a decisao de elevar a subfamilia o género Rhamdiidae.

Poucos estudos citogenéticos foram desenvolvidos nas espécies do
género Rhamdia. Rhamdia hilarii foi descrita tendo 2n=58 a 2n=63
(FENOCCHIO; BERTOLLO, 1990, 2000; FENOCCHIO et al., 2003). As
espécies Rhamdia sp. e Rhamdia laticauda possuem 2n=58 (LE GRANDE,
1981 apud FENOCCHIO; BERTOLLO, 1990), ja em Rhamdia quelen
Hochberg; Edtman (1988) observaram uma variacao cromossémica de 58 a 59,
raramente 60 cromossomos. Guilherme (2005) descreveu uma variagdo de
2n=58 a 2n=65 cromossomos na populacdo de Rhamdia quelen do rio
Uberabinha em Uberlandia-MG, sendo que sete cromossomos mostravam-se
bastante heterocromaticos quando tratados com a técnica de banda C. Os
cromossomos dos peixes deste género sdo muito pequenos, sendo freqlente a
presenca de dois bracos, consequentemente o numero fundamental é alto,
mais de 100.

A variacao é atribuida a presenca de cromossomos supranumerarios. No
entanto o numero dipléide mais comum nesse género € de 58, a variagdo do
namero fundamental nestas espécies € de 78 a 116. Algumas dessas
variagbes podem ocorrer devido a diferentes graus de condensacao
cromossbémica, levando a diferentes classificacbes de acordo com o autor.
Outras razdées podem ser rearranjos sofridos, como inversdes, acarretando
polimorfismos (SWARGCA et al., 2000).

Cromossomos sexuais foram observados somente em Rhamdiidade,
sendo que Pimelodella sp., os machos sdo heterogaméticos, com o sistema
XX/XY (DIAS; FORESTI, 1993) e em Imparfinis mirini as fémeas séao
heterogaméticas, com o sistema ZZ/ZW (VISSOTTO et al.,, 1997 apud
SWARCA et al., 2003).

Cromossomos B, Supranumerarios ou Acessorios.

Em animais a ocorréncia de cromossomos supranumerarios € comum
em varios grupos, prevalecendo no Insecta (FENOCCHIO; BERTOLLO, 1990).
Nos grupos de vertebrados ocorrem espécies que apresentam cromossomos
extras ou supranumerarios. A ocorréncia pode ser esporadica, 0 cromossomo

adicional pode ser um traco individual variando na populagdo. Em alguns casos
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esses cromossomos tornaram-se comuns em algumas espécies, tornando
geracao apos geracao, fixas nas espécies (VENERE et al., 1999). A primeira
descricao desses cromossomos em peixes teledsteos ocorreu em Prochilodus
lineatus, citado como Prochilodus scrofa, onde foram descritos cinco pequenos
cromossomos fortemente heterocromaticos (PAULS; BERTOLLO, 1983 apud
FENOCCHIO; BERTOLLO, 1990), com variagdes numéricas inter e intra-
individual. Outros casos foram relatados em peixes neotropicais tais como
Prochilodus lineatus (ARTONI et al., 2006), [lheringichthys labrosus
(CARVALHO; DIAS, 2005), Astyanax eigenmanniorum (TORRES-MARIANO,
2001) e no género Rhamdia (CENTOFANTE, 2003; FENOCCHIO; BERTOLLO,
1990; GARCIA, 2005; GUILHERME, 2005; entre outros).

De acordo com Jones; Rees (1982 apud ZHANG; ARAI, 2003) os
cromossomos B podem ser facilmente distinguidos dos cromossomos normais
pelos seguintes aspectos:

1) Geralmente possuem menor tamanho que o menor par do cariétipo;

) Ocorre variacdo numérica inter e intra-individual;
3) Nao ha efeito morfoldgico obvio no fenétipo;

) Heterocromatina positiva (Banda C positiva);

) Alta freqiéncia em células meidticas;

6) N&o pareiam durante a meiose.

Beukeboom (1994) descreve que 0s CromossOmos supranumerarios nao
séo herdados de forma mendeliana; raramente possuem regides organizadoras
de Nucléolos; ndo ha segregacdo na anafase da mitose, resultando em
freqUéncias variaveis entre os érgaos do mesmo animal; reduz a fertilidade e o
desenvolvimento quando em grande nimero e nao carrega genes com maiores
efeitos. Os efeitos dos cromossomos supranumerarios, como fertilidade,
crescimento e aumento dos quiasmas, sdo mais pronunciados quando esses
aparecem em nameros impares.

Apesar da maioria dos cromossomos supranumerarios ndao afetarem os
organismos a quem pertencem, nem todos permanecem totalmente inertes,
alguns talvez apresentem atividade transcricional (BEUKEBOOM, 1994).
Atualmente existem duas teorias para origem dos cromossomos Bs. Uma

insiste na origem intra-especifica, descendendo dos cromossomos acessoérios
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do complemento normal das espécies ou cromossomos A (JONES; REES,
1982 apud NEO et al., 2000), como ocorre em Astyanax scabripinnis, onde a
origem do grande cromossomo B metacéntrico pode ser derivado do
cromossomo 24, um ponto de vista confirmado por analises dos complexos
sinaptonémicos (NEO et al. 2000); Como ocorre em Astyanax scabripinnis,
onde o grande cromossomos B metacéntrico pode ser um isocromossomo
derivado do cromossomo 24 (MESTRINER et al., 2000) a outra hipbtese
defende que a primeiro plano, os cromossomos B possuem uma origem inter-
especifica devido aos cruzamentos entre espécies proximas (BATAGLIA, 1994;
MCALLISTER; WERREN, 1997; PERFECTTI; WERREN, 2000 apud BORIN et
al., 2004).

Portela-Castro et al. (2001) visualizaram em células germinativas, um total
de 11 metafases de espermatogbnias, com 1B e 59 metafases I em
configuracdo bivalente. Entretanto algumas vezes univalentes foram
observados. Cromossomos B na forma de pequenos bivalentes foram
observados em paquiteno. A configuragao bivalente dos cromossomos B de M.
sanctaefilomenae, sugere uma segregacao normal meiética (tipo Mendeliana),
assegurando a transmissao de ao menos um cromossomo B para cada célula
filha. A variagdo numérica (0-2B) nas células somaticas pode ser atribuida aos
mecanismos de nao segregacao meiotica caracteristicos dos cromossomos
supranumerarios.

A presenca dos cromossomos supranumerarios geralmente produz uma
variagdo do coeficiente de DNA contido nas espécies. Em estudos recentes,
com espécimes de Rhamdia hilarii coletadas em Jacutinga MG, observou-se
namero dipléide de 2n=58 a 2n=61 e DNA nuclear contendo valor de 2,25 +
0,18 pg, enquanto duas espécies do rio Paranapanema e do corrego Edgardia
apresentaram 2n=58 cromossomos, 2,00 + 0,20pg e 1,97 + 0,10pg de DNA,
respectivamente. As diferencas encontradas na quantidade de DNA nuclear
avaliada no género Rhamdia talvez sejam explicadas pela presenca dos
cromossomos supranumerarios na populacao de Jacutinga. Sendo assim, uma
variacdo na quantidade de DNA nos diferentes animais deve-se a diferenca no
namero e/ou tamanho dos supranumerarios (FENERICH et al., 2004).



Segundo Artoni et al. (2000) entre os Characiformes, verificou-se a vasta
ocorréncia de cromossomos supranumerarios, como Apareidon piracicabae e
Paraligosarcus pintoi, Prochilodus lineatus e P. cearensis, Leporinus friderici e
Prochilodus nigricans, Curimata modesta e Steindachnerina insculpta e
Schizodon.

A origem dos cromossomos supranumerarios € ainda indeterminada. Sem
duvidas eles vém de diferentes eventos, mas a origem da maioria deve ser a
mesma.

No grupo dos Characiformes ha diferengas nas ocorréncias de
cromossomos B nas espécies, locais estudados e sexos estudados. De acordo
com Stange e Almeida-Toledo (1993), Astyanax scabripinnis do rio Jucu do
municipio de Vitor Hugo, os exemplares machos possuem de zero a quatro
cromossomos Bs, enquanto as fémeas nao apresentam nenhum.

Em Leporinus, Cyphocharax e Characidium, por exemplo, a aparente
ocorréncia rara talvez indique que, 0s cromossomos extras, somente
recentemente tenham se fixado nas populagdes. Por outro lado, a morfologia
similar de pequenos heterocromossomos acrocéntricos detectados em trés
espécies do género Leporinus sugerem uma precoce e Unica origem destes
cromossomos neste género (VENERE et al., 1999).

Na familia Pimelodidae, o cromossomo B foi descrito em dois géneros:
Bergiaria (DIAS; FORESTI, 1993) e lheringichthys (DIAS; FORESTI, 19983;
VISSOTTO, 1995 apud SWARCA, et al., 2000; SILVA et al.,, 1996). Na
subfamilia Rhamdiidae, o cromossomo B foi observado em espécies de
Pimelodella (ALMEIDA-TOLEDO et al., 1992 apud SWARCA et al., 2000) e em
quase todas as espécies do género Rhamdia (FENOCCHIO, 1993; VISSOTO,
1995 apud SWARCA, et al., 2000; ABUCARMA; MARTINS-SANTOS, 1996;
MAISTRO, 1996). Segundo Borin e Martins-Santos (2004) os cromossomos
extras detectados variavam de zero até quatro no género Pimelodus sp.
estavam presentes em 6 dos 41 individuos analisados (14,64%), mas somente
uma célula possuia quatro cromossomos Bs. Em P. ortmani 100% dos
individuos tinham cromossomos acessoérios. Esse cromossomo extra é
altamente conservado nos géneros antigos e deve possuir uma importancia na

caracteristica evolutiva cariotipica (SWARCA et al., 2000).
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Marcacoes e Bandeamento Cromossémico

Regides Organizadoras de Nucléolo (NORs)

Em eucariontes superiores, nas regides organizadoras de Nucléolos
(NORs) ocorrem cistrons repetidos em tandem. Os genes que formam os
cistrons sao responsaveis pelas transcricoes de um RNA ribossémico
precursor (pré-rBRNA) e uma regido conhecida como espacador intergénico
(IGS), que é transcrito em um RNA instavel e abortado (MESTRINER, 1993).

Os segmentos dos RNAs ribossémicos 18S, 5,8S e 28s, intercalados por
quatro regides espacgadoras, sao formados por moléculas de rRNA precursor,
que possui um coeficiente de sedimentacao de 45S. As moléculas produzidas
permanecem vizinhas ao DNA ribossémico (rDNA) que combinam-se com
varias proteinas para formar as subunidades ribossomais. Esse conjunto de
moléculas ao redor do rDNA ¢é o responsavel pela produc¢do de uma regiao com
coloracdo mais intensa no nucleo, o nucléolo. Com a condensagdo dos
cromossomos, durante a metafase, os genes ribossémicos pararam suas
atividades, o que provoca o desaparecimento dos nucléolos. A Prata combina-
se com as proteinas presentes ao redor dos genes ribossémicos e ndo com o
préprio DNA, sendo assim, a técnica de marcacdo com solucado de nitrato de
Prata permite visualizar as regides organizadoras de Nucléolos, que estavam
ativas na interfase anterior (HSU et al., 1975; MILLER et al., 1976 apud
MESTRINER, 1993. As caracteristicas dessas regides podem auxiliar no maior
entendimento dos sistemas evolutivos de diferentes espécies e as possiveis
variagdes individuais.

Diferencas na atividade transcricional dos genes para rDNA ¢é
geralmente evocada para explicar o heteromorfismo de NORs. Contudo uma
outra explicagdo € a ocorréncia de crossing-overs desiguais entre
cromossomos homélogos, possuidores de NOR, que fixam na populacao
provocando o heteromorfismo. Em algumas espécies pertencentes a familia
Scianidae, a evolugdo deve ter ocorrido primeiramente na localizacdo e
tamanho da NOR. Isto significa que os genes ribossomais tém um importante
papel na plasticidade cariotipica do grupo (FELDBERG et al., 1999).

11



A andlise da variabilidade cariotipica pode ser completada com a
localizagdo cromossdmica de genes especificos, como as Regides
Organizadoras de Nucléolos (NORs). Em peixes, a localizacdo do 45s rDNA
(18s+ 5,8s + 28s) é um importante marcador citogenético. Alguns grupos de
peixes apresentam a NOR em um Unico par cromossémico (Curimatidae,
Anastomidae, Prochilodontidae, Cichlidae), outros possuem NORs multiplas
(Characidae, Lebiasinidae, Loricariidae, Erythrinidae e Callichthydae), incluindo
uma localizada no cromossomo sexual. A NOR pode ser detectada diretamente
com a hibridizacao fluorescente in situ (FISH) com sondas especificas, ou
indiretamente com o uso de nitrato de Prata (Ag-NOR) (KAVALCO et al., 2005).

Em Rhamdia sp. observou-se uma marcacdo de Ag-NORs no braco
curto de um par subtelocéntrico correspondendo ao par 27, com associacoes
freqientes entre estas regibes. Em alguns casos constatou-se um
heteromorfismo do tamanho das NORs entre os dois homdlogos
(CENTOFANTE, 2003). J&4 Andrade et al. (1998) constatou a presenca de um
par cromossdmico submetacéntrico portador de cistrons ribossémicos, na
extremidade do braco curto. Um terceiro cromossomo € ocasionalmente
marcado na porcao terminal do braco longo. Em Rhamdia quelen, Garcia
(2005) verificou Ag-NORs simples localizadaS no brago curto do par

cromossOmico submetacéntrico n? 22.

Heterocromatina

De acordo com Hsu (1975 apud MARGARIDO, 1995) a heterocromatina
€ constituida de DNA satélite, um DNA altamente repetitivo, de replicacao
tardia e geneticamente inativo. A heterocromatina pode ser dividida em
facultativa e constitutiva. A heterocromatina facultativa é a cromatina que se
condensa e obtém caracteristicas de heterocromatina constitutiva, e pode
apresentar-se descondensada como eucromatina. Ja a constitutiva permanece
condensada durante todo o ciclo celular e em todas as células. Ela aparece em
blocos e em ambos os homélogos (GUERRA, 1988). Esta permanente
inatividade da heterocromatina € ainda bastante discutida.

A heterocromatina possui um papel importante na diversidade da analise

cariotipica dos peixes. A macroestrutura cariotipica é relativamente constante,
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mas existem variacdes ressaltadas nas diferentes espécies. A heterocromatina
também serve como um importante detector de polimorfismos, caracterizando
variagdes intra-populacionais em algumas espécies da ictiofauna
(MANTOVANI, 2000).

Em espécies de Loricariidae dois padrbes de heterocromatinas sao
observados. Um grupo apresenta menos heterocromatina localizada nas
regides do centrdbmero e/ou teldmero, enquanto o outro grupo possui grande
namero de heterocromatina nessas regides, assim como em segmentos
intersticiais em varios cromossomos acrocéntricos (ARTONI; BERTOLLO, 1999
apud ARTONI; BERTOLLO (2001). O primeiro grupo esta associado com as
espécies que possuem um menor namero dipldide, enquanto o segundo foi
observado em espécies com maior numero dipléide. Artoni e Bertollo (2001)
sugerem haver uma relacdo entre o numero dipléide e as heterocromatinas
contidas nos centrébmeros e teldbmeros. Isso pode demonstrar uma mudanga
interessante na heterocromatina paralela a fissdo céntrica, em sua maioria
devido ao DNA repetitivo.

De acordo com Garcia (2005) as heterocromatinas localizam-se
predominantemente nas regides teloméricas e centroméricas, existindo
também marcacdes intersticiais e polimorfismos. Os pequenos cromossomos
apresentados pelo grupo dos Siluriformes, assim como, a pouca quantidade de
heterocromatina, que tornam as bandas palidas, dificultam a correta descricao
de heterocromatina nesse grupo.

A ocorréncia de regides ricas em GC adjacentes ou espalhadas no meio
das NORs é descrita em muitos organismos. Outras heterocromatinas ricas em
GC néo associadas com as NORs foram vistas em N. microps e Upsilodus sp.
(KAVALCO et al.,, 2004) e em Hoplias cf. lacerdae (MORELLI, 1998),
representando fatos raros em peixes. Regides ricas em A-T, também
representam um fato raro nos peixes, foram descritos casos em espécies de
Hypostominae (KAVALCO et al., 2004).

A distribuicdo da heterocromatina constitutiva no género Pimelodus
limita-se as regides teloméricas e centroméricas, pode ou ndo conter uma
pequena banda intersticial. A heterocromatina predomina em ambas as partes

terminais dos cromossomos de Pimelodus sp., enquanto em P. ortmani as
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areas centroméricas sdo mais marcadas. Uma marca espécie especifica, no
brago curto do par 16, também foi observada nesta espécie (BORIN;
MARTINS-SANTOS, 2004).

Fenocchio e Bertollo (1992) detectaram heterocromatina intersticial no
primeiro par de acrocéntricos de P. tigrinum, contrariando a caracteristica dos
cariétipos dessas espécies de mostrarem quase total auséncia de bandas de

heterocromatina intersticiais.
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Capitulo 2 Estudos cromossémicos em Rhamdia quelem

Resumo

Foram realizados estudos citogenéticos em quatro populacées de
Rhamdia quelen da regiao de Uberlandia-MG. Todas as populagdes
apresentaram 2n= 58 cromossomos, com a ocorréncia de 0-2 cromossomos
supranumerarios. Nos animais analisados, observou-se NOR simples e
heteromorfica. As Ag-NORs de trés populagdes marcaram a regidao do braco
curto de um par de cromossomos subtelocéntrico/acrocéntrico, enquanto que a
populacdo do rio Tijuco apresentou NOR intersticial em um par
submetacéntrico. O tratamento com cromomicina Az evidenciou a presenca de
algumas regides com afinidade ao fluorocromo CG especifico, indicando a
presenca de outras regides de blocos heterocrométicos “ricos* em GC além
dos associados as NOR. Pequenos blocos heterocromaticos nos centrébmeros
e telémeros foram visualizados através da técnica de banda C. Na tentativa de
uma caracterizacdo mais completa das populagdes foram utilizadas as técnicas
de Enzima de Restricdo, Hoechst 33258 e bandeamento Cd. Este trabalho
confirma alguns dados da literatura e trds novas informacdes enriquecedoras
para o conhecimento de diferentes populacbes desta espécie.

Palavras-chaves: Rhamdia, citogenética, peixes, Cromossomos.

Abstract

Cytogenetic studies were performed in three populations of Rhamdia
quelen in Uberlandia-MG and one in Prata-MG. The results obtained evidenced
a diploid number 2n=58 with 0-2 supranumerary chromosomes. The Nucleolus
Organizer Regions were identified by silver nitrate and the NOR evidenced a
simple heteromorphic NOR system. The three populations showed Ag-NOR in
the short arm of the subtelo/acrocentric chromosome pair, in the Tijuco’s
population the NOR is located on the intersticial region of the submetacentric
pair. The preparations were stained with the specific G-C fluorochrome CMA;3,
some of the chromosomes exhibited a pale fluorescence, indicating other

regions richness in G-C base pairs beyond the NORs. The C band pattern
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showed small heterochromatic blocks in the centromeric and telomeric regions.
In the attempt of a complete characterization, Restriction Endonuclease
Banding, Hoechst 33258 and Cd-banding were applied. This study confirms
some results of literature and show new important results for the better
understanding this specie.

Keywords: Rhamdia, cytogenetic, fish, chromosome.

Introducao

A ordem dos Siluriformes é a mais diversa e amplamente distribuida do

grupo dos Ostariophysi e compreende mais de 30 familias, 412 géneros e
aproximadamente 2400 espécies (ROMAN et al., 2002). As espécies da familia
Pimelodidae representam um amplo grupo de Siluriformes, exclusivos de agua
doce. Os Pimelodidae sao endémicos da regidao neotropical, com distribuicao
geografica desde o México até a Argentina, e sdo conhecidos vulgarmente
como bagres ou jundiads. A posicdo taxondmica da subfamilia Pimelodidae &
muito confusa e cheia de controvérsias. Estudos recentes de sistematica
filogenética modificaram a classificagcao dividindo a familia Pimelodidae em trés
familias: Pimelodinae, Heptapteridae e Pseudopimelodinae (SWARCA et al.,
2001). A nova subfamilia Heptapteridae possui aproximadamente 24 géneros,
190 espécies e 52 provaveis novas espécies
(http://silurus.acnatsci.org/ACSl/taxa/Families.html), sendo a terceira maior
familia em numero de espécies da ordem dos Siluriformes. Os animais desta
familia possuem o corpo nu, aberturas branquiais amplas e sabor
caracteristico, o que lhes confere um grande potencial na piscicultura brasileira.
O género Rhamdia é formado por 11 espécies, dentre as quais Rhamdia
quelen que possui sinonimias (SILFVERGRIP, 1996 apud TAVARES-DIAS et
al., 2002). Estudos citogenéticos mostraram uma variagao cariotipica de 2n= 56
a 62 cromossomos (CENTOFANTE, 2003; FENERICH et al, 2004;
FENOCCHIO; BERTOLLO, 1990; GARCIA, 2005; JORGE; SANCHEZ, 2005;
VALCARCEL et al., 1993). Contudo Guilherme (2005) observou uma variacao
de 2n= 58 a 2n= 65 em espécimes coletados no rio Uberabinha no municipio
de Uberlandia. Confirmando a afirmacdo de Swarca et al. (2000) que os
cariétipos de espécies do género Rhamdia apresentam uma grande
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variabilidade quanto ao numero cromossémico. Essa variacdo cromossémica
ocorre devido a presenca dos cromossomos Bs.

Os cromossomos B foram detectados por A. E. Longley em 1927 em
milho. Desde entéo eles foram observados em vegetais e em animais incluindo
homens. O numero maximo suportado pelo organismo é variavel, podendo
chegar a cinqlenta, superando muitas vezes o numero de cromossomos As.
Ha variacbes em relagdo ao tamanho dos cromossomos B (REJON et al.,
1987).

Em Rhamdia quelen a ocorréncia de cromossomos supranumerarios €
comum. Abucarma e Martins—Santos (2001) observaram cromossomos
metacéntricos de tamanho médio variando de 0 a 2 cromossomos em R.
voulezi e 0 a 4 em exemplares de R. branneri, sinonimias de R. quelen,
coletados no rio Iguagu. Os cromossomos B apresentaram uma variagao intra
e interespecifica de 91,7%, em R. branneri a freqiiéncia foi de 75% e em R.
voulezi de 50%. Hoechberg e Erdtmann (1988) descrevem em R. quelen, nas
populacbes da estacdo de piscicultura perto da Lagoa dos Quadros e de
espécimes do Rio Guaiba, 2n= 58 a 59, com raras ocorréncias de 60
cromossomos. Esses dados sdo parecidos com os obtidos por Stivari e
Martins-Santos (2004) na populacdo de Maringa-PR, contudo, estudos
realizados em R. quelen do rio Taquarussu de Junqueirdpolis-SP,
apresentaram uma variacdo de 1 a 4 cromossomos supranumerarios de
tamanho médio como o descrito em R. branneri por Abucarma e Martis-Santos
op. cit. apesar de grande parte dos trabalhos descreverem a ocorréncia de 0-4
cromossomsos. Guilherme (2005) observou em R. quelen do rio Uberabinha,
do municipio de Uberlandia, a ocorréncia de 0-7 cromossomos Bs, sendo a
presenca de 7 cromossomos supranumerarios muito rara.

Comparando os espécimes de R. quelen coletados no Brasil e na
Argentina, as brasileiras apresentaram cromossomos supranumerarios
metacéntricos de tamanho médio, enquanto nas da Argentina ndo foram
observados tais cromossomos (FENOCCHIO et al.,, 2000), assim como na
populacao do rio Tibagi-PR estudada por Carneiro e Dias (2002).

O Rhamdia quelen € uma das espécies mais controvertidas, os estudos

citogenéticos sdo uma importante ferramenta para melhor compreensao

21



evolutiva e taxonémica desta espécie. Os dados citogenéticos das quatro
populacées de Rhamdia quelen tiveram como objetivo a obtencdo de novos
dados que possam auxiliar em uma melhor compreensdo da evolugéo

cromossdmica deste grupo.

Materiais e Métodos

Os animais foram coletados em 4 diferentes locais (Figura 1), 4 fémeas
e 4 machos de Rhamdia quelen provenientes do Coérrego Bebedouro
(18°45’44”’S, 048°17'24”W), 1 exemplar do sexo feminino do rio Araguari
(18°46’17”’S, 048°14’40”"W), 5 fémeas e 8 machos do rio das Pedras
(18°63’31”’S, 048°26°09”), da regiao do municipio de Uberlandia-MG e 2
exemplares machos do rio Tijuco (19°03°26”S, 048°35’'37”W) municipio de
Prata-MG.

As metafases foram estimuladas com cloreto de cobalto segundo técnica
descrita por Cucchi e Baruffaldi (1990), 18 horas antes da preparacao do
animal. Os cromossomos mitéticos foram obtidos a partir de células do rim
anterior e posterior, por preparacao direta (BERTOLLO et al., 1978). As
Regides Organizadoras de Nucléolos foram marcadas através da técnica de
impregnacdo com nitrato de Prata descrita por Howell e Black (1980) com
modificacées. Também foi utilizada a coloracdo com flourocromo CMA3; que
reconhece regides ricas em GC, de acordo com a técnica modificada descrita
por Schimd (1980). As regides de heterocromatinas foram detectadas conforme
Summer (1972). Hoechst 3358 foi utilizado para o reconhecimento de regides
“ricas” em bases AT, como descrito na técnica de Latt et al. (1974). As
metafases foram submetidas a técnica de enzima de Restricao e banda Cd de
acordo com Mezzanotte (1983) e Eiberg (1974) respectivamente, com algumas
modificacoes.

O caridtipo foi montado com auxilio do software Micro Measure versao
3.01 (REEVES; TEAR, 1999), sendo a morfologia cromossémica determinada
segundo os critérios propostos por Levan et al. (1964).

Resultados

Os estudos citogenéticos de Rhamdia quelen nos locais pesquisados

demonstraram um numero dipléide de 58 cromossomos com a presencga de 0-2
22



cromossomos supranumerarios. Os animais coletados no Cobrrego do
Bebedouro, a férmula cariotipica foi de 30m + 16sm + 8st+ 4a, com o numero
fundamental de 112 (Figura 2A). Os espécimes do rio Araguari apresentaram
NF= 114 e férmula cariotipica de 18m + 34sm + 4st + 2a (Figura 3A). No rio
das Pedras o cariétipo apresentou 22m + 16sm + 10st + 10a, com NF de106
(Figura 4A). No rio Tijuco observou-se uma férmula cariotipica de 18m + 28sm
+ 6st + 6a e NF=110 (Figura 5A). Nao foram observados cromossomos sexuais
em nenhuma das populagcdes pesquisadas.

Os exemplares de todos os locais coletados apresentaram Ag-NOR
simples com heteromorfismo de tamanho. Os espécimes coletados do corrego
do Bebedouro (Figura 2a), Rio Araguari (Figura 3a) e das Pedras (Figura 4a)
tiveram marcagdao em um par de cromossdémicos subtelocéntrico/acrocéntrico,
na regiao terminal do braco curto. No rio Tijuco houve a marcacao na regiao
intersticial do braco longo de um par submetacéntrico.

Nas quatro localidades, a coloracdo por cromomicina As evidenciou um
par cromossémico fluorescente compativel com o par portador de Ag-NOR
(Figuras 2b, 3b, 4b e 5b). Nas metafases analisadas dos exemplares
provenientes do rio Tijuco revelou-se um bloco heterocromético com afinidade
ao fluorocromo GC especifico além do par da NOR (Figura 5b).

As metéfases submetidas ao tratamento de banda C mostraram
pequenos blocos heterocromaticos nas regides pericentroméricas e teloméricas
de alguns cromossomos (Figuras 2c, 3c, 4c e 5c).

Nas metafases submetidas a técnica de Hoechst 33258, os
cromossomos apresentaram uma coloragdo fluorescente levemente mais
brilhante nas regides teloméricas dos bracos longos dos cromossomos (Figura
6a). O bandeamento Cd apresentou marcacao de grandes regides no braco
longo de trés cromossomos submetacéntricos (Figura 6b).

A marcacdo com as enzimas de restricdo Alu | e Eco |, realizadas nas
populacdes do corrego do Bebedouro e rio Araguari, respectivamente digeriram
a regido intersticial, evidenciando as regides teloméricas e em alguns

cromossomos na regiao pericentromérica (Figura 6¢-d).
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Figura 1: Locais de coleta de Rhamdia quelen. Setas indicam os locais de

represa. Seta vermelha indica a represa de Cachoeira Dourada e seta amarela
de ltumbiara.
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Figura 2: Populacéo do cérrego do Bebedouro a) Cariétipo de Rhamdia quelen
do cérrego do Bebedouro, em destaque o par das AgNORs, b) Metafase
submetida a coloragdo de Cromomicina A, com setas evidenciando as regides

“ricas” em GC, c) Metafase submetida ao tratamento de Banda C.
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Figura 3: Populacdo do rio Araguari a) Cariétipo de Rhamdia quelen do rio
Araguari, em destaque o par das AgNORs, b) Metafase submetida a coloracao
de Cromomicina Az, com setas evidenciando as regides ricas em GC, c)

Metafase submetida ao tratamento de Banda C.
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Figura 4: Populacdo do rio das Pedras a) Cariétipo de Rhamdia quelen do rio
das Pedras em destaque, o par das AgNORs, b) Metafase submetida a
coloracao de Cromomicina Az, com setas evidenciando as regides ricas em

GC, c) Metafase submetida ao tratamento de Banda C.
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Figura 5: Populagéo do rio Tijuco a) Cariétipo de Rhamdia quelen do rio Tijuco
em destaque, o par das AgNORs, b) Metafase submetida a coloracdo de
Cromomicina Az, com setas brancas evidenciando as regides ricas em GC do
par da NOR e seta amarela mostrando o cromossomo além do par da NOR
com regido rica em GC, c) Metafase submetida ao tratamento de Banda C.
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Figura 6: Metafases de Rhamdia quelen com diferentes tratamentos: a)
Metafase com coloracdo de Hoechst 33258; b) Metafase submetida a técnica
de banda Cd; ¢) Enzima de Restricdo Alu |; d) Enzima de Restrigdo Eco |.

Discussao

Os resultados deste trabalho confirmam os dados citogenéticos de
Rhamdia quelen conhecidos. H4 uma grande variacdo quanto ao seu numero

cromossémico, devido a presenca de 0-2 cromossomos supranumerarios como
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o descrito por Hochberg e Erdtmann (1998). Também foi observada
predominancia de cromossomos de dois bracos, o que confere para este grupo
um numero fundamental alto (CENTOFANTE, 2003), acima de 100
(ABUCARMA; MARTINS-SANTOS, 2001; FENOCCHIO et al.,, 2003b;
FENOCCHIO et al.,, 2000; MAISTRO et al., 2002; GARCIA, 2005). A
caracteristica de possuir cromossomos pequenos, com o tamanho de 1,6 um
para 3,2 um (MAISTRO et al., 2002) e muito condensados, que pode alterar as
suas formulas cariotipicas (FENOCCHIO et al., 2003a), também foi confirmada.
A ocorréncia de cromossomos supranumerarios € comum nas diferentes
populacbes da espécie descrita (BORN, 2002; HOCHBERG; ERDTMANN,
1988; GUILHERME, 2005). As populacbes estudadas nao mostraram
heteromorfismo cromoss6mico sexual, coincidindo com a descricao de varios
autores (ABUCARMA; MARTINS-SANTOS, 2001; FENOCCHIO; BERTOLLO,
1990; GUILHERME, 2005; JORGE; SANCHAZ, 2005; STIVARI; MARTINS-
SANTOS, 2004; VALCAREL et al., 1993).

As Regides Organizadoras de Nucléolo foram observadas em diferentes
tipos cromossémicos. Os animais coletados no rio Araguari, Bebedouro e
Pedras apresentaram a NOR no braco curto de um par de cromossomos
subtelo/acrocéntricos, assim como, Margarido € Roman (2000) observaram em
Rhamdia voulezi e Roman et al. (2002) em Rhamdia branneri, espécies estas
sinonimias de Rhamdia quelen (FENOCCHIO et al., 2002). Essa localizagao
pode ser coincidente com diversos outros trabalhos (CENTOFANTE; 2003;
FENOCCHIO et al., 2000, 2003b; GARCIA, 2005) também observaram em R.
quelen a NOR localizada no par cromossémico ST, no braco curto. Estas
diferencas nos tipos dos cromossdmicos portadores de NOR podem ser
decorrentes de variagdes na condensacdo dos cromossomos. Estes dados
diferem apenas dos padrdes observados por Moraes et al. (2006), Mattané
(2004) e Carvalho et al. (1999) que descrevem a marcacao no braco curto de
um par cromossOmico provavelmente sumetacéntrico. As Regides
Organizadoras de Nucléolo nestas espécies mostraram heteromorfismo e
freqientes associagcbes cromossomais (FENOCCHIO et al., 2000;
FENOCCHIO et al., 2003a; FENOCCHIO et al., 2003b; MAISTRO et al., 2002;
e o presente trabalho).
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A descri¢cdo de NOR intersticial no par cromossdmico submetacéntrico,
observada nos dois exemplares do rio Tijuco, € rara no género Rhamdia. Sua
ocorréncia, contudo é bem descrita nos outros géneros do grupo Siluriformes,
tais como Loricaridae em Neoplecostomus microps, N. paranensis que
apresentam NOR intersticial no bragco longo do par cromossémico 11, as
espécies da familia Hypostominae que possuem somente um par cromossomo
com NOR intersticial (ALVES et al., 2005). Borin; Martins-Santos (1999)
mostraram que em Trichomycterus sp., T. davisi e T. stawiarski que a Regiao
Organizadora de Nucléolo por nitrato de Prata possui uma localizacao
intersticial no segundo par metacéntrico, coincidindo com a constriccao
secundaria observada na coloragao com giemsa.

Uma possivel origem da NOR intersticial no par cromossémico
submetacéntrico, nos exemplares proveniente do rio Tijuco, é a ocorréncia de
inversdo pericéntrica, transformando o par subtelocéntrico, regulamente
portador de NOR, em um par submetacéntrico, com NOR na regido intersticial

do braco longo (Figura 7).
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Figura 7: Esquema da possivel origem da NOR intersticial do rio Tijuco. a) Par
st/a portador de NORr nas populacdes do Cérrego do Bebedouro, rio Araguari
e das Pedras; b) Par cromossémico sm portador de NOR intersticial de

Rhamdia quelen do rio Tijuco.
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A ocorréncia de NOR intersticial também € descrita em Pimelodidae,
como nas espécies Cetopsorhamdia iheringhi, que possui a NOR localizada na
posicao intersticial do brago longo de um par subtelocéntrico, Cetopsorhamdia
sp. e Imparfins aff. schubari com NOR no braco longo do primeiro par de
cromossomos metacéntrico e Imparfins aff. Piperatus, com NOR intersticial
localizada no brago longo do cromossomo ST (FENOCCHIO et al., 2003a).

A ocorréncia de NOR simples, assim como a auséncia de NOR nos
Cromossomos supranumerarios, como verificado no presente trabalho, também
sao resultados coincidentes com outras populacdes descritas para a espécie
MAISTRO et al., 2002.

A utilizacdo de cromomicina Az auxilia um maior entendimento da
composicao cromossémica, possibilitando deteccao de regides “ricas” em GC.
Nos peixes é frequente as Regides Organizadoras de Nucléolos serem
limitadas por blocos “ricos” em bases GC. Os animais estudados apresentaram
marcacdes CMA; nas regides teloméricas do braco curto dos cromossomos
subtelocéntrico/acrocéntrico, coincidentes com as NORs, assim como Garcia
(2005) e Margarido; Roman (2000) observaram, com a coloragdo de
mitramicina. Entretanto, os cromossomos supranumerarios nao apresentaram
marcacdes CMA; positivas, como também descrito por Andrade et al. (1998),
Maistro et al. (2002) e Stivari e Martins-Santos (2004), que observaram a
auséncia de blocos ricos em G-C em cromossomos supranumerarios de
Rhamdia sp., R. hilarii e R. quelen, respectivamente.

A ocorréncia de um grande bloco heterocromatico com afinidade ao
fluorocromo CG especifico, indicando a presenca de outras regides de blocos
hererocroméaticos "ricos” em GC, além dos associados as NOR, foi encontrada
na populacdo do rio Tijuco, a exemplo do que foi observado em
Pseudopimelodus zungaro (Garcia, 2005). Tais dados confirmam que as
heterocromatinas ‘“ricas” em bases GC nao estdo restritas ao par
cromossémico portador da NOR. As regides de heterocromatina em
Heptapteridae sdo escassas. Os blocos observados sdo pequenos (BORIN;
MARTINS-SANTOS, 1999) e, como descrito no presente trabalho, localizados
em sua maioria nas regides centroméricas e teloméricas. Esses resultados

correspondem com os dados obtidos em outras populacbes (ABUCARMA,;
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MARTINS-SANTOS, 2001; CARVALHO et al., 1999; CETONFANTE, 20083;
MATTANO et al., 2004) e parece ser o padrdo de heterocromatina do Rhamdia
quelen.

Segundo MAISTRO et al. (2002), a NOR de Rhamdia hilarii, localizada
na constriccao secundaria do braco curto de um par submetacéntrico, foi banda
C positiva e também apresentou um heteromorfismo de tamanho. Resultado
idéntico ao observado para outra populacao de R. hilarii. por Fenocchio e
Betollo (1990).

Os cromossomos supranumerarios de Rhamdia quelen do rio
Uberabinha se mostraram ndo s6 totalmente, mas também parcialmente
heterocromaticos (Guilherme, 2005), como também se observou em R. hilarii
(MAISTRO et al., 2002)

Em citogenética de peixes ndo € muito utilizada a técnica Hoechst
33258, pois este grupo nao possui um padrdo de bandas transversais ricas em
AT, que sao evidenciadas por esse bandeamento. Contudo, em analises das
laminas de Rhamdia quelen submetidas a essa coloracdo, foi possivel
visualizar um leve brilho nas regides teloméricas. Estas mesmas regiées nao
foram digeridas pelas Enzimas de Restricdo Alu | e Eco | e coincidem com as
regides marcadas com banda C, resultados descritos anteriormente por Maistro
et al. (2002).

O bandeamento Cd é utilizado para corar os cinetécoros presentes na
constricgdo primaria, desta forma pode-se estudar a natureza e funcdo dos
mesmos mostrando quais centrébmeros estdo ativos e quais estdo inativos
(DANIEL, 1979; MARASCHIO et al., 1980; NAKAGOME et al., 1976; ROMAIN
et al., 1982 apud VERMA; BABU, 1995). As metafases das populagdes do rio
Araguari e Bebedouro, submetidas a essa técnica, apresentaram até trés
cromossomos submetacéntricos marcados no braco longo. Essas marcacdes
nao representam as regidées cromossémicas que possuem associacées com as
fibras do fuso.

Os resultados obtidos nesse trabalho diferem do objetivo da técnica,
mostrando que sdo necessarias algumas adaptacdes para o funcionamento do
bandeamento Cd neste grupo. Em aplicacées das Cd banda em L. elongatus

realizados por Artoni et al. (1999) os segmentos visualizados também diferiram
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do objetivo da técnica, contudo o padrdao concebido foi similar as coloragcdes
cromossémicas de mitramicia e alguns segmentos heterocromaticos positivos
ao bandeamento C, sugerindo a resisténcia da heterocromatina constitutiva rica
em bases GC ao tratamento com calor. Entretanto no presente trabalho e em L.
anisitsi (op. cit.) as coloragdes positivas para bases ricas em GC divergiram do
padrdao encontrado na Cd-banda. Como o tratamento mostrou um padrédo
diferencial de coloracdo cromossémica é interessante que novas pesquisas
sejam realizadas, para aquisicdo de mais uma ferramenta para estudos em
cromossomos de peixes.

As diferencas dos citétipos das populagdes estudadas, ndo sdo muito
representativas, se for considerado que ocorrem variacbes nos padroes de
condensacao cromossOmica. A Unica variacdo que é bastante resolutiva é a
presenca da NOR intersticial em um par submetacéntrico dos espécimens do
rio Tijuco. As populacbes dos rios Araguari, das Pedras e cérrego do
Bebedouro estdo isoladas do rio Tijuco devido as Represas de Cachoeira
Dourada e de ltumbiara (Figura 1), esse isolamento pode ter permitido a
fixacdo da variagdo no padrdo de NOR encontrado.

O rio das Pedras desagua no rio Uberabinha que, juntamente com o
cérrego do Bebedouro, segue ao encontro do Araguari. Contudo, com a
construgdo do Complexo Capim Branco, composto pelas Usinas Hidroelétricas
Capim Branco | e Il, inauguradas em 2006, foram formadas trés populacdes:
Araguari - Bebedouro, separada pela Capim Branco Il da segunda populacao
Pedras - Uberabinha e a terceira do rio Tijuco. O isolamento dessas
populacdes podera permitir a fixagao independente de interessantes diferencas

cromossOmicas, a serem detectadas em estudos futuros.
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Anexo 1
Material e Métodos

Material

As espécies foram coletadas no rio Araguari (S 18°46’17” / W 048°14’40” /
Alt.559m), rio Tijuco (S 19°03°'26” / W 048°35’37” / Alt. 643m), Cdrrego do
Bebedouro (S 18°45'44”/ W 048°17'24”/ Alt. 629m), rio das Pedras (S
18°53’31”/ W 048°26°09”/ Alt. 783m), em diferentes épocas e horarios do dia. A
captura das espécies se realizard através de pesca comum, sendo utilizado
equipamento do tipo médio/pesado. As espécies capturadas foram numeradas
de acordo com o livro de registro do Laboratério de Citogenética Animal da
Universidade Federal de Uberlandia e posteriormente depositadas em alcool
70%.

Métodos

Preparacio dos cromossomos mitoticos.

Foi usada a técnica descrita por Bertollo et al. (1978), para estudos de

cromossomos de peixes, com modificagdes.

1. Injetar, intraperitonialmente, colchicina a 0,025% na proporcédo de 1 ml/100g
de peso do animal;

2. Deixar o animal em aquario aerado por aproximadamente uma hora,
sacrificando-o em seguida. Retirar os tecidos desejados;

3. Lavar o material retirado em uma solucao hipotonica de cloreto de potassio
(KCI) a 0,075M;

4. Transferir o material para uma pequena cuba de vidro contendo 8 a 10 mL
de solucao hipoténica;

5. Fragmentar o material, com pincas de dissec¢do, completando este
processo com auxilio de uma seringa hipodérmica desprovida de agulha;

6. Colocar a suspenséo obtida em estufa a 36° C por 20 minutos;

7. Suspender cuidadosamente o material sedimentado com auxilio de pipeta
Pasteur, transferindo-o para um tubo de centrifuga. Nesta transferéncia, os

pedacos de tecido ndo desfeitos devem ser descartados. Acrescentar 5 a 6
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gotas de fixador (alcool metilico e acido acético 3:1) recém preparado e
suspender novamente o material sedimentado;

8. Centrifugar durante 10 minutos, entre 500 e 900 rpm, descartando o
sobrenadante com auxilio de pipeta Pasteur;

9. Adicionar 5 a 6 mL de fixador;

10. Suspender o sedimento com auxilio de pipeta Pasteur;

11.Repetir os itens 8 a 10 por duas vezes. Apds a ultima centrifugacéo e
eliminag&o do sobrenadante, adicionar 1 a 2 mL de fixador, dependendo da
quantidade de material e suspender bem o sedimento;

12.Pingar 3 a 4 gotas de suspensao celular, com uma pipeta Pasteur, sobre
diferentes regides de uma lamina limpa mantida em agua destilada na
geladeira, ou sobre uma lamina seca, aquecida suavemente (25° a 30° C)
em chapa aquecedora, ou ainda sobre uma lamina mantida em agua
destilada entre 65° e 70°C;

13.Escorrer o excesso de material, inclinando um pouco a lamina sobre papel
de filtro;

14.Secar diretamente ao ar.

Deteccao das NORs pela impregnac¢ao com nitrato de Prata (Ag-NORs).

Foi usada a técnica descrita por Howell e Black (1980).

1. Colocar uma gota de solucédo de gelatina a 2% acrescida de acido férmico,
na propor¢cdao de uma parte para 100 de solucdo e 2 gotas de solucéo
aquosa de nitrato de Prata a 50%, sobre lamina preparada para
cromossomos mitoticos;

2. Misturar as duas solucdes e cobrir com laminula;

3. Transferir para estufa a 70° C. Decorridos alguns minutos (5 a 6), a lamina
adquire uma coloracao amarelada, passando para marrom dourada;

4. Remover a laminula com agua e lavar bem a lamina em 4gua deionizada;

5. Secar e examinar ao microscopio.

Deteccao de heterocromatina constitutiva (Bandas C).

Foi usada a técnica descrita por Sumner (1972), com pequenas modificacoes.
1. Tratar o material preparado segundo a técnica descrita para cromossomos

mitéticos, com HCI 0,2N em temperatura ambiente, por 10 a 15 minutos;
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2. Lavar em 4gua deionizada, a temperatura ambiente e secar ao ar;

3. Incubar, de 4 a 8 minutos, em solugdo filtrada recém-preparada de
Ba(OH)»2.8H»0, a 5%, a 60° C;

Lavar rapidamente em HCI 0,2N e em agua deionizada e secar ao ar;
Incubar em solugéo de 2xSSC, a 60° C, por um periodo de 30 a 60 minutos;

Lavar em agua deionizada e secar ao ar;

N o O bk

Corar com Giemsa, diluido a 2% em tampao fosfato, pH 6, 8, por 15 a 20
minutos;

8. Lavar em 4gua deionizada e secar ao ar.

Coloragdao com Cromomicina Aj.
A técnica apresentada foi descrita por Schmid (1980), com modificagées.

1. Colocar 100ul da solucdo de cromomicina As; (dissolver 0,5mg de
cromomicina em 1ml de tampao Mcllvaine e adicionar 5mM de cloreto de
magnésio - deixar a cromomicina dissolver lentamente na geladeira por
alguns dias), com auxilio de uma micropipeta, sobre a lamina, cobri-la
novamente com uma laminula e deixar corando por 60 minutos no escuro.

2. Escorrer a laminula e lavar a lamina, em agua corrente, em jatos fortes, por
aproximadamente 1 minuto e depois deixa-la em tampao Mcllvaine por 5
minutos.

3. Deixar a lamina secar ao ar e monta-la com uma nova laminula, utilizando

meio de solucdo de sacarose saturada, filtrada antes do uso.

OBS: Deixar a lamina guardada a temperatura ambiente, no escuro, por no
minimo 15 dias antes de analisa-la (para aumentar a estabilidade do
fluorocromo) em fotomicroscépio de epifluorescéncia, com filtro 450-490nm

(zona de excitacao do azul).

Coloracao com Hoechst 33258

Foi usada a técnica descrita por Latt et al., 1974.

1. Colocar sobre a lamina previamente preparada cerca de 150 pl de
solucédo Hoechst;
2. Deixar a lamina em uma cubeta no escuro, a 37°C por 10 minutos;
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Lavar a lamina com agua corrente e secar ao ar;

Adicionar sobre a lamina 75 ul de Mouting Solution;

Cobrir com uma laminula e armazenar no escuro;

o 0 W

Analisar a lamina em fotomicroscopio de fluorescéncia com filtro 450-
490 (zona de excitacao do azul).

Técnica de bandamentos por endonucleases de restricao

A técnica utilizada foi descrita por Mezzanotte et al. (1983) com algumas
modificagdes.
1. Estabelecer a concentracao desejada da enzima. Foi utilizado 0,8 U/ul para

a enzima Dde | (5’...C3<TNAG...3’); 2,0 U/ul para Bam Hl (5...GKGATCC);
0,6 U/l para a enzima Taq | (5'...T3<CGA...3"); 2,0 U/ul para a enzima Hinf |
(5'...AG3<CT...3’) € 0,3 U/ul para a enzima Alu | (5’...AG¥CT...3’);

2. Colocar em tubo Eppendorf, no gelo, 27 pl de agua destilada, 3 pl de
tampdo da enzima e o volume necessario de enzima para atingir a
concentracdo desejada (para cada lamina a ser tratada);

3. Usar laminas pingadas no dia anterior ou preparadas a mais tempo,
mantidas no freezer e descongeladas na véspera; dar preferéncia as
preparacdes que estejam mais limpas e livres de citoplasma;

4. Pingar 30 pl da solucdo da enzima em cada lamina, cobrir com laminula e

incubar a 37°C.

Cd- Banda

Foi usada a técnica descrita por Eiberg,1974.

1. Envelhecer as laminas em temperatura ambiente por 1 semana a 10 dias;
2. Incumbar as laminas em Earle”s Bss pré-aquecido a 85°C por 45’minutos;
3. Lavar a lamina com agua deionizada e secar ao ar;

4. Corar com solucao de Giemsa (5%) por 10 a 15 minutos;
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5. Lavar com agua deionizada e secar ao ar.

Montagem do cari6tipo

As melhores metafases foram fotografadas em um microscépio 6ptico ZEISS
em campo claro, utilizando a objetiva de imersao. O cariétipo foi montado com
auxilio do software Micro Measure versao 3.01 (REEVES; TEAR, 1999), sendo
a morfologia cromossdémica determinada segundo os critérios propostos por
Levan et al., (1964).
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