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Apresentacao

A familia Characidae é o grupo mais complexo entre os Characiformes e
compreende a maioria dos peixes de agua doce da América do Sul. Sua
distribuicdo geografica compreende desde a fronteira do México com os EUA
até a Argentina. O género Astyanax € o mais estudado citogeneticamente
dentro dessa familia, conhecidos popularmente por lambaris e piabas. Ao lado
destes, outros como Moenkhausia e Bryconops anteriormente considerados
membros da subfamilia Tetragonopterinae (sensu Gery), estao listados como
Incertae Sedis devido a suas caracteristicas de dificil diagnose. Durante cerca
de 30 anos estes peixes tém sido alvo de estudos cromoss6micos, que 0s
caracterizaram como um grupo com grande diversidade cariotipica.
Recentemente, o advento de técnicas de citogenética molecular forneceu
novos dados sobre a biologia evolutiva do grupo que possibilitaram a analise
de antigos problemas, como sua dificil classificacdo taxondmica. O género
Astyanax esta intimamente relacionado ao género Moenkhausia, havendo
hipoteses deste ultimo ter conservado um possivel cariétipo ancestral deste
grupo. Varios trabalhos realizados com Moenkhausia e Astyanax evidenciaram
a presenca de cromossomos supranumerarios, contribuindo com os estudos de
origem e evolugao destes elementos. Diante do exposto, através da aplicacao
de técnicas citogenéticas sdo apresentados dados cariotipicos para Astyanax
aff. fasciatus coletados no Cérrego dos Caetano pertencente a bacia do Rio
Paranaiba municipio de Uberlandia-MG, as demais espécies, Astyanax aff.
bimaculatus, Astyanax sp., Bryconops sp. € Moenkhausia cf. oligolepis sao
oriundas do Cérrego Taboquinha (Figura 1a), bacia do Rio Tocantins, em
Monte do Carmo-TO, j& na divisa com Porto Nacional-TO. Nesta regido o Rio
Tocantins foi afetado pela construcdo de uma Hidrelétrica localizada em
Lajeado-TO e ocasionou a mudanca do leito do rio, formando um enorme lago.
Apesar de préximo dessa regido afetada pela usina, a nascente do Cérrego
Taboquinha (Figura 1b) esta localizada numa serra ainda muito preservada. O
ponto de coleta fica a aproximadamente 5 Km abaixo dessa nascente. A
jusante desse ponto o corrego Taboquinha desagua no Ribeirdo Ponte de
Pedra, que desagua no Ribeirdo Conceicdo, em seguida no Ribeirdo Areias
que, finalmente tem sua f6z no Rio Tocantins (Figura 1b). Na época da
estiagem esta nascente seca e o local de coleta passa a ser a cabeceira do



cérrego. As analises cromossdmicas apresentadas neste trabalho forneceram
dados adicionais sobre a ictiofauna desta regido nunca antes estudada,
evidenciando variagbes que podem ser ocasionadas por um isolamento

geografico destas populagbes nas cabeceiras deste tributério.
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Figura 1 — Localizacdo geografica da Fazenda Tabouinha. Em a temos um detalhe da carta
geografica mostrando a localizacao geografica da Fazenda Taboquinha. Em b observa-se uma foto
de satélite retirada do software on line Google indicando o ponto de coleta (B), a nascente do
Corrego Taboquinha (A), Ribeirdao Ponte de Pedra (C), Ribeirdao Conceicao (D), Ribeirao Areias (E) e

o Rio Tocantins (F).
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CAPITULO |

Fundamentacao Teodrica
1 Consideracoes Gerais Sobre os Peixes Neotropicais

Os peixes sao os vertebrados mais antigos e numerosos do planeta,
com aproximadamente 25.000 espécies habitando quase todos os ambientes
aquaticos (LOWE-McCONNELL, 1999; NELSON, 2006).

Constituem aproximadamente metade do numero total de espécies de
vertebrados reconhecidos vivos. Ha descricdo de um numero estimado de
27.977 espécies de peixes validas comparado a 26.734 tetrapodas (NELSON,
2006).

Além do grande numero de espécies, outro aspecto relacionado com os
peixes é a importancia que representam para as populagdes humanas, pois
constituem a dieta principal de muitas comunidades, ocupam um papel
importante na economia de muitas nacgdes e representam uma significativa
fonte de trabalho nas sociedades que dependem em grande medida da
atividade pesqueira. Em relacdo com a diversidade biolégica, os peixes formam
também um grupo a parte dos demais vertebrados, pois apresentam formas
com os mais diversos habitos (NIRCHIO; OLIVEIRA, 2006).

De acordo com Reis et al. (2003) a fauna de peixes de agua doce
Neotropical é muito rica, constituida por 71 familias e 4.475 espécies descritas.
Além disso, uma estimativa sugere que cerca de 8.000 espécies de peixes de
agua doce podem existir no Neotrdpico, aproximadamente 25% de todas as
espécies do mundo (SCHAEFER, 1998). Vari e Malabarba (1998) concordam
com este nimero e mostraram que toda esta diversidade ocorre somente em
cerca de 0,003% da agua do planeta. Somente na América do Sul, Bohlke et al.
(1978) ja estimavam mais de 2.500 espécies distribuidas em 60 familias.

Estes dados sao impressionantes considerando que o numero de
espécies de agua doce no mundo inteiro é estimado em cerca de 13.000. A
diferenca entre 0 niumero de espécies descritas e 0 numero atual de espécies,
dificulta muitos estudos, incluindo os genéticos e citogenéticos, uma vez que
muitas espécies ainda ndo tém nem mesmo seu nome cientifico (OLIVEIRA et
al., 2009).



A ordem Characiformes compreende um dos maiores grupos de peixes
conhecidos na regidao Neotropical, como as piranhas, os tetras e os lambaris.
Sao aproximadamente 1.674 espécies distribuidas entre 18 familias e em
aproximadamente 270 géneros. Destas espécies, por volta de 209 séao
africanas e o restante € distribuido do Sudoeste da América do Norte, América
Central e América do Sul (NELSON, 2006).

Nesta ordem a familia Characidae € a maior e mais complexa,
compreendendo a maioria dos peixes de agua doce no Brasil, com espécies
variando consideravelmente em tamanho, peso, forma, alimentagcdo e
comportamento, com destaque para representantes dos géneros Astyanax,
Moenkhausia e Bryconops (BRITSKI et al., 1988; MOREIRA-FILHO et al,
2004).

1.1 Aspectos Taxonémicos da Familia Characidae

A sistematica, estudo das relagdes evolutivas entre os organismos, € a
area da biologia na qual convergem todas as demais areas. Considerando que
a histéria evolutiva dos organismos esta associada as mudancas climaticas e
geograficas ocorridas durante a histéria do planeta, elucidar as relagbes
filogenéticas entre os seres vivos permite o estudo de sua evolugao bem como
se torna base para estudos biogeograficos e ecoldgicos (NIRCHIO; OLIVEIRA,
2006).

A familia Characidae é representada por cerca de 776 espécies, as
quais eram distribuidas em 30 subfamilias e 250 géneros com caracteristicas
altamente heterogéneas entre si (BRITSKI et al, 1988). Apenas aquelas
subfamilias para as quais existem evidéncias de monofiletismo foram mantidas
como tal, porém, Reis et al. (2003) listam uma enorme diversidade de
caracideos como Incertae Sedis devido a falta de evidéncias consistentes de
monofiletismo entre seus representantes. Diante disso, a familia passou entao
a ser considerada como composta por apenas 12 subfamilias (LIMA et al.,
2003). Sendo assim, dos antigos Tetragonopterinae, 620 espécies distribuidas
em 88 géneros sdao na atualidade consideradas Incertae Sedis, incluindo
grupos abundantes em espécies como 0s géneros Astyanax, Moenkhausia,
Bryconamericus, Hemigrammus, Hyphessobrycon e Bryconops (REIS et al.,
2003).



Muitos desses géneros estiveram até recentemente incluidos na
subfamilia Tetragonopterinae (WEITZMAN; MALABARBA, 1998; REIS et al.,
2003) que nos dias atuais compreendem apenas duas espécies do género
Tetragonopterus (T. argenteus e T. chalceus) (LIMA et al., 2003).

Lucena (1993) ja relatava que as relagbes de parentesco entre
Characidae e outros Characiformes estavam sendo prejudicadas por causa da
falta de conhecimento das relagdes filogenéticas dentro da familia.

O género Astyanax corresponde a maior unidade taxonbémica
peviamente localizada na subfamilia Tetragonopterinae (GERY, 1977 apud
LIMA et al., 2003). Contém 85 espécies e subespécies nominais descritas e
distribuidas amplamente na regidao Neotropical do Sul dos Estados Unidos ao
norte da Argentina (LIMA et al., 2003). Astyanax necessita de uma ampla
revisdo para melhor definicdo taxonémica de suas formas e muitas espécies
devem ainda ser descritas. De acordo com Melo (2000), as espécies de
Astyanax sao, em geral, similares morfologicamente e sua separacao tem sido

historicamente dificil.

1.2 Aspectos Citogenéticos da Familia Characidae

Devido a ampla diversidade e aos escassos estudos realizados até o
momento, 0 conhecimento que se tem da ictiofauna € reduzido. Este problema
tem sido agravado nos ultimos tempos pelo fato do ser humano estar
danificando de forma irreparavel o ambiente em muitas areas, conduzindo a
extincdo de espécies ainda nem conhecidas no mundo cientifico. Por estas
razdes, se torna cada vez mais importante e urgente a necessidade de estudar
as especies presentes em nosso ecossistema, envolvendo a maioria dos
aspectos possiveis, de maneira que as futuras geracdes disponham de
informacbes que os permita aproveitar esse recurso ao maximo (NIRCHIO;
OLIVEIRA, 2006).

Os estudos citogenéticos provéem informagdes que contribuem para
uma melhor identificacdo das diferentes espécies, contribuindo para o
conhecimento da estrutura, organizacdo molecular e comportamento dos
cromossomos, assim como para o mapeamento de genes especificos
(NIRCHIO; OLIVEIRA, 2006).



As andlises do cariétipo possuem importantes aplicacées e contribuem
para o entendimento da evolugéo e filogenia cromossémica, possibilitando a
realizacao de estudos citotaxonémicos, principalmente nos casos de espécies
cripticas e de complexos de espécies. Estas andlises, se estendida a varios
exemplares coletados em diferentes localidades, e com o emprego de
diferentes técnicas de marcacao cromossémica, podem caracterizar espécies
de forma mais completa, possibilitando entender a ocorréncia de casos de
polimorfismos cromossémicos e diferentes citotipos restritos a uma dada
localidade (KASAHARA, 2009).

Hoje, as informagdes citogenéticas estdo avaliadas para 475 espécies
de Characiformes, 318 de Siluriformes, 48 de Gymnotiformes, 199 de agua
doce que nao pertencem a super Ordem Ostariophysi, e 109 de peixes
marinhos (OLIVEIRA et al., 2009).

A evolugédo do caridtipo na familia Characidae € caracterizada pela
reducdo no numero cromossémico relativamente pouco frequente e inversoes
que alteram a morfologia estrutural dos cariétipos (OLIVEIRA et al., 1988). Uma
diversidade significativa da composicado morfolégica dos cariétipos em funcao
dos valores dipléides relativamente estaveis confirmaria que a evolugéao
cromossomica em Characidae esté ligada as inversdes pericéntricas (FALCAO;
BERTOLLO, 1985).

Dentro do género Astyanax, estudos citogenéticos comprovaram a
ocorréncia de diferentes numeros dipléides em condicbes de alopatria
(MORELLI et al., 1983; PAGANELLI; MOREIRA-FILHO, 1986; BERTOLLO et
al., 1986; KANTEK et al., 2007).

Neste género, a espécie Astyanax scabripinnis, a mais estudada,
apresenta um alto grau de variacao citogenética, mostrando uma grande
diversidade cromossémica. Esta espécie apresenta um numero diploide de 2n
= 46, 48 e 50, onde podem ser encontradas diversas formas de cromossomos
supranumerarios, casos de triploidia natural, além de variagdes no niumero e na
morfologia cromossémicas (MOREIRA-FILHO et al., 1978; MOREIRA-FILHO;
BERTOLLO, 1991; SALVADOR; MOREIRA-FILHO, 1992; SOUZA; MOREIRA-
FILHO, 1995; VICENTE et al., 1996; MIZOGUCHI; MARTINS-SANTOS, 1997;
MAISTRO et al., 1998; MIZOGUCHI; MARTINS-SANTOS, 1998; MESTRINER
et al, 2000; NEO et al, 2000a; NEO et al, 2000b; ALVES; MARTINS-



SANTOS, 2002; FERNANDES; MARTINS-SANTOS, 2003; FERRO et al,
2003; MOREIRA-FILHO et al., 2004; PAZZA, 2005; KANTEK et al., 2007).

Estes dados, associados a estudos morfologicos utilizando a analise de
variaveis canlnicas, sugerem que A. scabripinnis € um complexo de espécies
na maioria das vezes representadas por populagdes isoladas nas cabeceiras
de pequenos tributérios de grandes bacias hidrograficas (MOREIRA-FILHO;
BERTOLLO, 1991; MIZOGUCHI; MARTINS-SANTOS, 1998; KAVALCO;
MOREIRA-FILHO, 2003; MOREIRA-FILHO et al, 2004; FERNANDES;
MARTINS-SANTOS, 2005; ARAUJO; MORELLI, 2006; VICARI et al., 2008).

No complexo Astyanax altiparanae-bimaculatus, estudos citogenéticos
tém mostrado grandes variagdes como diferenca em suas férmulas cariotipicas
e no numero de cromossomos marcados pela prata (Ag-RONs) que ndo afetam
o numero dipléide de 2n = 50 (MOREIRA-FILHO, 1989; PACHECO et al., 2001;
FERNANDES; MARTINS-SANTOS, 2004; DOMINGUES et al, 2007). A.
altiparanae € uma designacao recente, dada as populacées do Alto rio Parana
do grupo conhecido anteriormente como A. bimaculatus (GARUTTI; BRITSKI,
2000). Esta espécie possui a descricdo mais antiga e é considerada a mais
comum do género. A localidade tipo, América Meridional, € incerta, como
também sua distribuicdo geogréfica.

Astyanax fasciatus por sua vez, também é considerada como um
complexo de espécies diversificado cromossomicamente, apresentando
distintos citétipos com variantes especificas (JUSTI, 1993; PAZZA et al., 2008).

Moenkhausia apresenta 65 espécies validas amplamente distribuidas
nas bacias dos rios Cis-Andinos Neotropicais, exceto na Patagbnia, com sua
maior diversidade ocorrendo na bacia Amazénica e Guianas (LIMA et al.,
2003). Recentemente, uma nova espécie de Moenkhausia foi encontrada nos
tributarios do Rio Paraguai no Brasil tendo sido descrita como M. forestii
(BENINE et al., 2009).

O género Bryconops contém 16 espécies e € amplamente distribuido
das planicies cis-Andinas da América do Sul ao Orinoco para as bacias do
Parana-Paraguai, incluindo muitas bacias costeiras das Guianas e do Brasil
(LIMA et al., 2003).

Em outros taxons de peixes sul-americanos, estudos citogenéticos tém

contribuido para uma melhor compreensdo das relagbes sistematicas,



caracterizando grupos de peixes com caridtipos bem conservados (PAULS;
BERTOLLO, 1983, 1990; NAVARRETE; JULIO Jr., 1997; BRASSESCO et al,,
2004).

1.2.1 Bandamentos Cromossémicos

Nos ultimos anos, a citogenética se expandiu significativamente,
sobretudo a partir da aplicagdo de técnicas de bandamento, as quais fornecem
importantes resultados na comparacao de espécies intimamente relacionadas.

Alguns caracteres citogenéticos, como o numero e a distribuicdo de
regides organizadoras de nucléolos (Ag-RONs), também podem ajudar a
entender a evolugdo cariotipica nos peixes. Na familia Cichlidae, Feldberg
(1983) observou que em algumas espécies a localizacdo das Ag-RONs é
encontrada no primeiro par do complemento, enquanto em outras espécies a
RON foi observada em outro cromossomo do complemento, caracterizando a
ocorréncia de rearranjos envolvendo essa regiao.

Os peixes neotropicais podem apresentar dois padrdes de distribuicdo
de Ag-RONSs: em alguns grupos esses sitios estao localizados em um Unico par
de cromossomos (Ag-RONs simples), enquanto outros grupos os apresentam
em varios cromossomos do cariétipo (Ag-RONs multiplas) (MOREIRA-FILHO,
1983).

Existe uma enorme diversidade de comportamento das regides
organizadoras de nucléolos entre os peixes, existindo espécies cujas Ag-RONs
se mostram de forma regular e uniforme e espécies que apresentam um
heteromorfismo dessas regibes tanto intra como interindividualmente
(MORELLI, 1981). Em algumas espécies de peixes, a ocorréncia de Ag-RONs,
banda C positiva (heterocromatica), tem possibilitado um melhor entendimento
do seu significado em termos de estrutura cromossGmica e participacao
evolutiva tornando-se necessarios para estudos mais detalhados (PAZZA et al.,
2008).

Juntamente com as Ag-RONSs, a heterocromatina (Banda C) é de grande
importancia para o estudo da diversificacao cariotipica nos peixes Neotropicais,
constituindo-se metodologias fundamentais para caracterizacdo citogenética

basica de quaisquer organismos, pois permitem a identificacdo de



cromossomos particulares, revelando informagdes muito Uteis para estudos
taxonémicos e evolutivos (AMORES et al., 1993).

Uma das caracteristicas principais da heterocromatina é a auséncia da
atividade génica e a chamada replicagcdo tardia do DNA, isto é, a
heterocromatina inicia sua replicacdo depois da eucromatina no final da fase S
do ciclo celular. Ela se encontra constantemente condensada durante todo o
ciclo celular e em todas as células do individuo. Geralmente se distribui em
blocos nos cromossomos, com seqiéncias de DNA altamente repetitivas
(GUERRA, 1988). A quantidade de heterocromatina constitutiva varia entre as
espécies, porém se localiza preferencialmente nas regides pericentroméricas e
teloméricas, podendo também estar presente nas regides intersticiais € nos
cromossomos sexuais (SUMNER, 1990).

Brown, em 1966, fez uma revisdo do que se conhece sobre heterocromatina
e concluiu haver pelo menos 2 tipos distintos, que ele chamou de
heterocromatina constitutiva e heterocromatina facultativa. A constitutiva se
caracteriza por permanecer condensada durante todo o ciclo celular e em todas
as células do individuo; aparece em ambos os homélogos, na mesma posicao
e com o mesmo tamanho; ndo contém genes estruturais, ou sé muito
excepcionalmente tem sido localizados genes nesse tipo de heterocromatina; €
o local onde se situa, se ndo todo, ao menos a maior parte do DNA satélite,
embora a heterocromatina constitutiva ndo seja formada exclusivamente de
DNA satélite.

No complexo Astyanax encontramos varios trabalhos relatando que as
marcacdoes de heterocromatina foram utilizadas para estudos de evolucgao,
polimorfismo, diversificagdo das espécies, dimorfismo sexual e caracterizagao
populacional (PAZZA, 2005; ARTONI et al., 2006; DOMINGUES et al., 2007;
KANTEK et al., 2007; KAVALCO et al., 2007; VICARI et al., 2008).

Além das técnicas citogenéticas citadas acima, novas técnicas estao
sendo usadas para estudo dos peixes Neotropicais. As andlises de DNAs
satélites, por exemplo, esta fornecendo dados importantes no que diz respeito
a composicdo da heterocromatina e a origem dos cromossomos
supranumerarios e sexuais (MESTRINER et al., 2000; JESUS et al., 2003;
VICENTE et al., 2003; PAZZA, 2005).

10



Até a década de setenta os estudos citogenéticos em peixes eram mais
limitados quanto as informag¢des mais precisas do genoma desse grupo. A
citogenética classica era a mais difundida, empregando a coloracao
convencional com Giemsa, o bandamento C e a localizagdo das Ag-RONs. Na
década seguinte, com o advento da citogenética molecular, comeg¢aram a
surgir informagdes mais detalhadas, principalmente com o advento da técnica
de hibridagao “in situ” fluorescente (FISH). Assim, a utilizagdo das sondas de
rDNA 45S, rDNA 18S e rDNA 5S, bem como de DNAs repetitivos distintos, se
tornou uma importante ferramenta para o estudo da composicdo do material
genético e a estrutura dos cromossomos dos peixes. Estas sondas
representam importantes marcadores em estudos populacionais, € vém sendo
empregadas com grande freqiéncia (DINIZ, et al., 2009).

A associacao da citogenética classica com a molecular possibilitou um
grande desenvolvimento da citogenética de peixes nos ultimos 20 anos,
principalmente no Brasil, fornecendo informagdes valiosas sobre a estrutura e
evolugdo do cariétipo, cromossomos sexuais, cromossomos B, polimorfismos
cromossbémicos, heterocromatina e regides organizadoras de nucléolos
(GALETTI Jr.; MARTINS, 2004).

A citogenética molecular é baseada principalmente na técnica de FISH,
onde uma sonda de DNA marcada € hibridada sobre alvos citolégicos
(cromossomos metafasicos, nucleos interfasicos, fibras de cromatina
extendidas, etc) (GUERRA, 2004).

O uso de fluorocromos GC-especificos ja foi utilizado na identificagéo de
regides organizadoras de nucléolos (NORs), no entanto, sabe-se atualmente
gue nem todo sitio GC*, assim como nem toda marcagcdo com nitrato de prata
nos cromossomos é seguramente um sitio portador de rDNA (ARTONI et al.,
2008; dentre outros).

Alguns trabalhos descrevem a combinagdo de corantes fluorescentes.
Tais combinagcées podem fornecer padrbes de bandas complementares no
mesmo Ccromossomo, 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).

Assim, a utilizagdo de tais metodologias na citogenética de peixes €&
bastante promissora, pois possibilita um conhecimento mais refinado da
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estrutura molecular dos cromossomos, podendo ser também aplicadas em
estudos citogenéticos evolutivos e no melhor entendimento das relagbes

existentes entre espécies e populacoes.

1.3 Cromossomos B em peixes

Cromossomos B, acesso6rios ou cromossomos supranumerarios tém sido
encontrados em varias espécies de animais e plantas (JONES; REES, 1982;
CAMACHO et al, 2000). Sao caracterizados por ocorréncia esporadica;
variagdo numeérica; ndo essencialidade para 0s organismos que 0S possuem,
estando presentes em alguns individuos da populacdo, mas ndao em todos e
ndao possuem homologia com os cromossomos do cariétipo normal das
espécies dos quais provavelmente surgiram acompanhados por um mecanismo
evolutivo que os converte num verdadeiro reservatorio de variabilidade
genética (JONES; REES, 1982; REJON et al, 1987; MAISTRO, 1996;
CAMACHO et al., 2000).

Segundo Néo et al. (2000b) individuos da espécie Astyanax scabripinnis
que habitam regides onde as condicbes ambientais sdo mais favoraveis podem
ter maior toleradncia com respeito a presengca de cromossomos B, favorecendo
sua fixagao assim como condigdes polimorficas nas populagdes.

Morfologicamente, os cromossomos B sdo, em geral, menores do que os
cromossomos do complemento normal A, contudo, cromossomos de diferentes
tamanhos e morfologias tém sido descritos, incluindo cromossomos B grandes
com tamanho similar ao maior par cromossémico da espécie (JONES, 1991).

Estes cromossomos ndo mostram segregacdo mendeliana, o que resulta
em instabilidade tanto na mitose quanto na meiose, e em varios modos de
transmissdao (JONES, 1991). Eles podem constituir uma forma alternativa de
organizagao do material genético e serem considerados verdadeiros parasitas,
permanecendo exclusivamente nas populagdes pelo seu mecanismo distintivo
de transmissao (REJON et al., 1987).

Sua ocorréncia pode ser freqlentemente relacionada a eventos
esporadicos e os cromossomos adicionais pode ser um traco individual entre
os individuos de uma populagdo. Em geral eles sdo caracteres comuns dentro
da populagéo ou espécie, tornando-se fixados naquela populagao de geracéo a
geracao (VENERE, et al., 1999).
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No entanto, nem todos os cromossomos B respondem a todas estas
caracteristicas, existindo casos onde ha a presenca de regides organizadoras
de nucléolos nos B e a correta disjuncao na anafase mitética. Sendo assim, a
definicdo que atende melhor as suas caracteristicas é que s&o cromossomos
dispensaveis que nao se recombinam com 0s cromossomos A e seguem sua
propria trajetoria evoluciondria (BEUKEBOOM, 1994; MAISTRO, 1996;
CAMACHO et al., 2000).

Existe a idéia de que a origem de alguns cromossomos B tenha se dado
através de isocromossomos (MESTRINER et al. 2000; ARTONI et al. 2006),
onde andlise do complexo sinaptonémico permitiu observar um
emparelhamento sinaptico entre o braco maior e 0 menor e a formacao de um
anel na meiose (DUPLESSES; SPIES, 1993; DIAS, 1995).

Outra hipo6tese a respeito dos mecanismos de origem dos cromossomos
B sugere que um novo cromossomo tenha se originado devido a nao disjungao
ou outro tipo de rearranjo. Este fato foi seguido por alteracdo gradual deste
cromossomo através de sucessivas mutagcées e modificagdes estruturais até
uma completa perda de homologia e capacidade de parear com 0 cromossomo
A original (CARVALHO et al., 2008).

Segundo Oliveira et al. (2009) em recente revisdo, Cromossomos
supranumerarios foram descritos para 38 espécies de peixes Neotropicais. E
quase todas as informagdes relativas aos cromossomos supranumerarios,
vieram de peixes coletados em areas afetadas pela poluicdo ou construcao de
represas, ou ainda sujeito a uma grande mudanca na temperatura e volume da
agua, que podem provocar um tipo diferente de estresse ao peixe. Os autores
sugerem que 0s cromossomos B sao co-ou bi-produtos de um estresse ao qual
0 peixe esta sujeito sendo originado por mutacées de cromossomos normais e
que foram mantidos nas populagdes como um polimorfismo cromossdmico.

Carvalho et al. (2008) encontraram na literatura cientifica publicada, e
nao publicadas, como teses, dissertacbes, monografias e resumos de
congressos a ocorréncia de cromossomos B em 61 espécies, distribuidas em
16 familias de sete diferentes ordens e distintas bacias hidrograficas, sendo
que a maior abundancia deles encontra-se na ordem Characiformes onde
foram encontrados em 31 espécies de seis familias diferentes: Anostomidae,
Characidae, Crenuchidae, Curimatidae, Parodontidae e Prochilodontidae.
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Os cromossomos B podem ser encontrados em organismos hapléides
ou dipléides, estudos com técnica de bandamento C revelaram que estes
cromossomos podem se apresentar quase todo heterocromatico, mas para
muitas espécies, a exemplo de Moenkhausia sanctaefilomenae (FORESTI et
al. 1989), foram encontrados cromossomos B eucromaticos e
heterocromaticos.

Em M. sanctaefilomenae, andlises de FISH confirmaram a presenca de
regidbes organizadoras de nucléolos nos cromossomos B desta espécie
(SOBRINHO et al., 2006). Nas espécies deste género, sdo encontradas
variagbes no padrdao de Ag-RONs, onde ha casos de Ag-RONs multiplas
(FORESTI et al., 1989) bem como simples (PORTELA-CASTRO; JULIO Jr.,
2002).

Uma alta freqUiéncia de cromossomos supranumerarios € encontrada em
espécies do género Moenkhausia, variando em numero, morfologia e
distribuicdo. Em M. sanctaefilomenae Foresti et al. (1989) encontraram uma
variagdo de 1 a 8 microcromossomos em ambos 0S sex0s, ao passo que nesta
mesma espécie Portela-Castro et al. (2001) encontraram de 0 a 2
cromossomos B, presentes apenas nos machos.

Nenhum efeito fenotipico tem sido encontrado até agora relacionado a
presenca de cromossomos supranumerarios. Em diferentes populagdes de A.
scabripinnis foi observado macrocromossomos B restritos as fémeas
(MAISTRO et al, 1992; MIZOGUCHI; MARTINS-SANTOS, 1997),
microcromossomos B somente nos machos (ROCON-STANGE; ALMEIDA-
TOLEDO, 1993) bem como em fémeas (MIZOGUCHI; MARTINS-SANTOS,
1997). Foi encontrado também de 1 a 2 macrocromossomos B em uma
populagédo de A. eigenmanniorum (TORRES-MARIANO; MORELLI, 2008) e 1
microcromossomo B em wuma populacdo natural de A. altiparanae
(HASHIMOTO et al., 2008).

A classificacdo taxondémica animal baseada na filogenia ndo é apenas
uma classificagdo informativa e util, mas que também espelha as relacdes
evolutivas entre os organismos. Para que se obtenha sistematicamente um
taxon natural é necessario que o grupo em questao seja monofilético, ou seja,

0 grupo deve possuir um ancestral comum recente a todos os seus
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descendentes, isso implica em caracteristicas exclusivas compartilhadas pelo
grupo (FUTUYMA, 1997).

Algumas bacias hidrogréficas estao isoladas das demais, tornando-se
assim, barreiras geograficas para alguns grupos de peixes e se constituindo em
varios isolados que favorecem a especiacao (FUTUYMA, 1997). Gery (1968,
apud MOREIRA-FILHO, 1983) considera que entre as bacias hidrograficas, as
do Leste do Brasil evidenciam um isolamento mais acentuado, existindo casos
em que algumas conexdes podem ser permanentes entre os sistemas de
drenagem, submergindo imensas areas nas cheias e constituindo rotas de
migragao para formas generalizadas de peixes.

Lowe McConnell (1969) ressalta que o tamanho absoluto de certos
sistemas de rios é fator importante, pois pode permitir que muitas espécies
evoluam dentro do préprio sistema, desenvolvendo-se em isolamento
geografico nas cabeceiras dos tributarios. As barreiras entre as populacoes
podem ser fisicas, como a velocidade do fluxo da agua ou tipo do leito do rio;
quimicas, como o tipo de agua (aguas pretas e brancas do sistema Amazoénico,
por exemplo) ou mesmo bidticas e sua existéncia acaba por dificultar a
passagem de uma espécie de uma bacia para a outra, criando algumas das
situagdes necessérias ao isolamento reprodutivo e consequente especiacao.

Estes aspectos zoogeograficos em conjunto aumentam em importancia
o estudo da citogenética de peixes, sobretudo quando a investigacdo se faz em
nivel populacional. Ao se estudar a citogenética de alguns peixes, se pode
fazer um levantamento do padrdo cromossémico das espécies, dos tipos de
cromossomos existentes e com isso estudar os possiveis modos da evolucao
cariotipica (PAZZA; KAVALCO, 2007).
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CAPITULO 2

2 Estudos citogenéticos em Astyanax fasciatus, de Uberlandia-MG,
Astyanax sp, A. bimaculatus e Bryconops sp de Monte do
Carmo-TO.

Santos LP?; Morelli, S?
'Instituto de Genética e Bioquimica, Universidade Federal de Uberlandia

Resumo:

A familia Characidae € a maior e mais complexa dentre os Characiformes,
compreendendo a maioria dos peixes de agua doce do Brasil, com espécies
variando consideravelmente em tamanho, peso, forma, alimentagcdo e
comportamento. Recentemente, varias espécies deste grupo foram listadas
como Incertae Sedis devido a falta de evidéncias consistentes de
monofiletismo. Atualmente essa familia é composta por 12 subfamilias, além
daqueles grupos citados acima. Com o objetivo de levantar informagdes que
possam ser Uteis para auxiliar na compreensao dessa complexa ictiofauna,
foram realizadas analises citogenéticas em espécies de Astyanax aff. fasciatus,
provenientes da regido de Uberlandia-MG, Astyanax sp, Astyanax aff.
bimaculatus e Bryconops sp da regidao de Monte do Carmo-TO. A. fasciatus
apresentou numero dipléide igual a 46 cromossomos e um sistema de Ag-
RONs multiplas, as quais se mostraram positivamente coradas pela
Cromomicina Az (CMAg). Astyanax sp e Astyanax bimaculatus apresentaram 50
cromossomos, sendo que no primeiro se verificou a presenca de 0 a 6
cromossomos B e um sistema de Ag-RONSs simples. Estes sitios se mostraram
também heterocrométicos.  Além  disso,  conspicuas marcagoes
heterocromaticas centroméricas e pericentroméricas também foram
observadas, Astyanax bimaculatus apresentou sistema de Ag-RONs mudltiplas
com até trés pares marcados, alguns dos quais também CMA3". O bandamento
C revelou marcas pericentroméricas em quase todos 0S Cromossomos.
Bryconops sp apresentou 2n = 48 cromossomos, Ag-RONs simples coincidindo
com as marcagOes de CMA; e blocos heterocromaticos centroméricos. Esses
resultados vao de encontro a idéia de que o grupo anteriormente tratado como
Tetragonopterinae engloba uma diversidade de grupos bastante acentuada o

que é um reflexo de sua natureza polifilética.
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Palavras-chaves: Characidae, cariétipo, bandamento, cromomicina.

Abstract:

The family Characidae is the largest and most complex among the
Characiformes, including the majority of freshwater fish in Brazil, with species
varying considerably in size, weight, shape, diet and behavior. Recently, this
group was listed as Incertae Sedis due to lack of consistent evidence of
monophyly going to have only 12 subfamilies beyond those cited groups above.
With the objective of raising information that can be useful to assist in the
understanding of this complex ictiofauna, cytogenetic analysis were performed
on species of Astyanax aff. fasciatus from the region of Uberlandia-MG,
Astyanax sp, Astyanax aff. bimaculatus and Bryconops sp the region of Monte
do Carmo-TO. A. fasciatus showed diploide number of 46 chromosomes and a
system of multiple Ag-NORs, which proved to positively stained Chromomycin
As (CMA;3). Astyanax sp and Astyanax bimaculatus showed 50 chromosomes,
being that in the first one if it verified the presence from 0 to 6 chromosomes B
and a system Ag-NORs simple. These small farms if had also shown
heterochromatic. Moreover, conspicuous centromeric and pericentromeric
heterochromatics markings had been also observed, Astyanax bimaculatus
presented system Ag-NORs multiple with up to three pairs marked, some of
which also CMAj;*. C-banding revealed centromeric marks in almost all
chromosomes. Bryconops sp presented 2n = 48 chromosomes, Ag-NORs
simple coinciding with the markings CMA; and centromeric heterochromatic
blocks. These results go of meeting to the idea that the group previously treated
as Tetragonopterinae encompasses a diversity to groups sufficiently accented
what it is a consequence of its polifiletic nature.

Key-words: Characidae, karyotype, banding, chromomycin.
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2.1 Introducao

Os Characiformes constituem um grupo composto por cerca de 12
familias, apresentando uma grande amplitude de variagdes morfoldgicas.
Representantes desse grupo ocorrem em praticamente todos os ambientes de
agua doce, sendo coletados com relativa facilidade na maioria dos cursos de
agua, tanto pela abundancia de espécies como pelo grande numero de
espécimes (BRITSKY et al., 1988).

A familia Characidae é uma das maiores e mais complexas entre os
peixes Neotropicais (NELSON, 2006). Além disso, existem diversos géneros
ainda ndo bem caracterizados quanto as suas relagoes filogenéticas. Lima et
al. (2003) consideram varios géneros “Incertae Sedis’ em Characidae, dentre
0s quais se encontram os géneros Astyanax e Bryconops.

O género Astyanax corresponde a maior unidade taxondémica dos
antigos Tetragonopterinae, contendo 85 espécies e subespécies nominais
descritas e distribuidas amplamente na regido Neotropical (LIMA et al., 2003).
Entretanto, esse numero esta subestimado, uma vez que varias novas
espécies tem sido descritas (BERTACO; LUCINDA, 2005; HALUCH; ABILHOA,
2005; BERTACO; LUCENA, 2006; MELO; BUCKUP, 2006; VARI; CASTRO,
2007; GARUTTI; VENERE, 2009), seja por constituirem téxons ainda
desconhecidos ou por fazerem parte de grupos maiores, mas com
diferenciagdo morfolégica e que tem passado por revisbes taxondémicas. A.
altiparanae, por exemplo, é uma designacao recente, dada as populagdes do
Alto rio Parana do grupo conhecido anteriormente como A. bimaculatus
(GARUTTI; BRITSKI, 2000).

Dentro do género Astyanax, os lambaris que compdéem o grupo A.
altiparanae-bimaculatus, conhecidos popularmente por “lambaris do rabo
amarelo” ou “lambari relogio”, sdo caracterizados por apresentarem uma
mancha ovalada e escura na regiao umeral e outra na base da nadadeira
caudal. E composto por peixes com grande capacidade de se ajustar a
condicdes ambientais diferenciadas e com amplo espectro de interacao, devido
a sua estrutura e densidade populacional (ORSI et al., 2004). O reflexo disso &
uma ampla distribuicdo geografica do grupo, que se estende por praticamente
toda a regiao Neotropical (EIGENMANN, 1921 apud KAVALCO et al., 2009).
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Segundo Garutti (1995) o género Astyanax tem uma distribuicdo
estruturada, sugerindo um grande nivel de endemismo. Mesmo dentro de uma
mesma bacia hidrografica ha mudaltiplas formas com distribuicdo geografica
relativamente restrita. Em vista disso, supde-se que os lambaris ndo formem
um grupo uniforme, havendo variagbes de populacdo para populacao,
provavelmente por esse grupo habitar uma grande variedade de
microambientes (GARUTTI; BRITSKI, 2000), embora seja mais bem sucedido
em habitats melhor preservados (ORSI et al., 2004). Portanto, espera-se que
populacdes destes lambaris apresentem estruturacao genética ao longo de um
rio (LEUZZI et al., 2004), embora estudos anteriormente tenham indicado baixa
variabilidade entre populacdes dos rios Parana e Iguacu, devendo serem
mantidas no mesmo grupo, sob uma mesma denominacao especifica (PRIOLI
et al., 2002).

Os dados citogenéticos sao potencialmente informativos sobre os
padroes evolutivos dos diferentes tdxons de peixes de agua doce Neotropicais.
Embora a variagdo cromossémica seja comum entre as espécies, 0s
mecanismos de fixagcdo de rearranjos cromossdmicos sao ainda motivo de
muita discussdo. Além disso, alguns caracteres interessantes tem sido
descritos no género Astyanax, como polimorfismos cromossémicos (PAZZA et
al., 2006) e cromossomos B (MOREIRA-FILHO et al., 2004). Adicionalmente,
os dados sobre diferentes espécies podem contribuir com o conhecimento
sobre a evolugao cariotipica do género e da familia que de maneira geral ainda
é obscura.

Embora estudos prévios tenham caracterizado citogeneticamente varias
populacées de Astyanax, ainda sao escassas as andlises de exemplares
provenientes das bacias dos rios da Regidao Norte do pais, assim como
Bryconops que quase nao possui estudos.

Com o intuito de fornecer dados citogenéticos recentes e
complementares aos ja descritos, que possibilitem estudos posteriores
comparativos, foram realizadas analises cariotipicas em exemplares de A.
fasciatus, Astyanax sp., A. bimaculatus e Bryconops sp., 0s quais foram
analisados utilizando-se metodologias de coloracdo convencional, bandamento

cromossomico e fluorocromos.
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2.2 Material e Métodos

Foram analisados 23 exemplares (15 machos e 8 fémeas) de Astyanax
fasciatus, coletados no Corrego dos Caetano (18°44'56” S 048° 18'39”W)
(bacia do Rio Paranaiba) na regiao de Uberlandia Minas Gerais, Brasil; 10
exemplares (6 machos e 4 fémeas) de Astyanax sp, 32 exemplares (12
machos, 8 fémeas e 12 com sexo indeterminado) de A. bimaculatus e 17
exemplares (9 machos e 8 fémeas) de Bryconops sp, coletados no Cérrego
Taboquinha (10°47°11.12”S 48°13’16.57”W) (bacia do Rio Tocantins) na regido
de Monte do Carmo Tocantins, Brasil.

Os peixes foram identificados pelo Dr. Oscar Akio Shibatta da
Universidade Estadual de Londrina, onde foram depositados.

As preparacdes cromossémicas foram obtidas a partir de células do rim
anterior descrita por Bertollo et al. (1978) e Foresti et al. (1993).

A heterocromatina constitutiva foi obtida por meio da técnica descrita por
Sumner (1972). As Ag-RONs foram detectadas utilizando-se a técnica descrita
por Howell e Black (1980). As heterocromatinas ricas em bases GC foram
obtidas pela técnica de coloracdo com Cromomicina Az descrita por Schmid
(1980). A morfologia de cada cromossomo foi estabelecida conforme a
nomenclatura proposta por Levan et al. (1964).

2.3 Resultados

Astyanax fasciatus (Figura 3b), apresentou 2n = 46 cromossomos para
machos e fémeas e féormula cariotipica composta de 6 pares m, 11sm, 4st, 2a e
NF = 88 (Figura 3a). A detecgcdo das Regides Organizadoras de Nucléolo pelo
nitrato de prata (Ag-RONSs), demonstrou um sistema multiplo desses sitios, com
variabilidade no numero de cromossomos marcados, observando-se até 10
marcagoes Ag-RONs™ (Figura 3c). A analise dos padroes de heterocromatina
constitutiva pelo bandamento C mostrou blocos marcados na regiao telomérica
e as Ag-RONs se apresentaram banda C positivas (Figura 3d).

O emprego do fluorocromo CMA; evidenciou marcas teloméricas em
alguns cromossomos, sendo que alguns foram correspondentes aos cistrons

riboss6micos (Figura 3e).
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Figura 3 — Astyanax fasciatus do Cérrego dos Caetano. Cariétipo (a), exemplar (b), metafases
indicando os sitios de Ag-NOR (c), bandamento C (d) e Cromomicina As (e).

Astyanax sp (Figura 4b), apresentou 2n = 50 cromossomos, e cariétipo
composto por 8 pares m, 15sm, 2st e NF = 100 (Figura 4 a). Foi observada a
ocorréncia de microcromossomos B em alguns individuos machos variando de
0 a 6 em 30% das metafases analisadas, sendo que a maior frequéncia
encontrada foi de 2 microcromossomos (Figura 4e). As andlises das Ag-RONs
mostraram apenas um par cromossémico ativo (Figura 4c). O padrao de banda
C foi caracterizado por marcas centroméricas, pericentroméricas e uma

marcacgao telomérica coincidindo com a regiao AgRONs™ (Figura 4d).
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Figura 4 — Astyanax sp do Corrego Taboquinha. Cariétipo (a), exemplar (b). Metafases indicando
os sitios de Ag-NOR (c), bandamento C (d) e os cromossomos B (e).

Os exemplares de A. bimaculatus (Figura 5b) apresentaram um numero
dipléide modal de 50 cromossomos em ambos 0s sexos, constituido por 4
pares m, 13sm, 5st, 3a e NF = 94 (Figura 5a).

As andlises das Ag-RONs mostrou mais de um cistron ribossémico ativo
com até trés pares por célula (Figura 5c¢). O bandamento C revelou marcas
centroméricas em quase todos os cromossomos do complemento. Os blocos
localizam-se predominantemente em posicao pericentromérica (Figura 5d).
Apos tratamento com fluorocromo GC especifico Cromomicina Az, algumas
destas regides correspondentes as Ag-RONs mostraram-se intensamente
brilhantes além de outras regides brilhantes ndo correspondentes a esses
sitios, como por exemplo, na regido centromérica do primeiro par

cromossémico (Figura 5e).

32



