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RESUMO

Dentro da subfamilia Tetragonopterinae, o género Astyanax € o mais
estudado citogeneticamente devido a sua ampla diversidade cariotipica.
Caracteriza-se, do ponto de vista citogenético, por um numero dipldide
variando de 2n=36 a 2n=50. No presente trabalho, foram analisadas duas
populagdes com o intuito de caracterizar os cariétipos das mesmas, definir
localizagdo das regides organizadoras de nucléolos e comparar os dados
obtidos com os de outras populacbes ja descritas na literatura. Os
exemplares de A. scabripinnis provéem de uma populagao do corrego Jatai
(Municipio de Uberlandia-MG) e os de A. bimaculatus do cérrego Cruz da
Retirada Bonita (Municipio de Campina Verde-MG), ambos os cérregos
localizados na bacia do rio Paranaiba. Utilizando a técnica de coloracéo
convencional com Giemsa, a espécie A. scabripinnis apresentou numero
2n=50 e o numero fundamental (FN) igual a 78. Apenas o primeiro par dos
subtelocéntricos foi marcado pela impregnacdo por Prata, indicando um
sistema de NOR simples. Apesar de varias fontes da literatura indicarem a
preseng¢a de um cromossomo supranumerario (B), em diferentes populacdes
desta especie, isto ndo foi constatado na populagdo estudada. Em A.
bimaculatus, o numero 2n também foi de 50 e NF=90. A caracterizagdo dos
cromossomos com regides organizadoras de nucléolos, através da
impregnacao pela Prata evidenciou um sistema de NOR simples, com apenas
o primeiro par dos subtelocéntricos como sendo o portador da mesma; varias
outras populacdes desta espécie indicam a presenc¢a de um sistema de NORs
multiplas. Em comparacdes feitas com os dados da literatura, verifica-se que

estas duas populagdes mostram um padrio cariotipico mais conservativo.



1. INTRODUGAO

1.1 ASPECTOS GERAIS DA CITOGENETICA DE PEIXES

Os peixes, por apresentarem um grande numero de espécies e caracteristicas
bioldgicas peculiares, além de ocuparem uma posigcdo central na evolugédo dos
vertebrados, constituem um dos melhores grupos para estudos genéticos,
citogeneticos e evolutivos (TOLEDO-FILHO et al., 1978).

Os estudos citogenéticos de peixes tornaram-se uma importante ferramenta na
abordagem de questbes evolutivas, de sistematica, de hibridag&o inter e intraespecifica

(na piscicultura), além de estudos sobre polimorfismos e poliploidia cromossdmica.

A citogenética de peixes neotropicais tem se desenvolvido de modo notavel
nas ultimas décadas, embora os dados cromossémicos até hoje obtidos
correspondam a, apenas, cerca de 12% das mais de 22.000 espécies de peixes
existentes (KLINKHARDT et al, 1995, apud MAISTRO, 1996). De acordo com
OLIVEIRA e FORESTI (1994) ha um crescimento acentuado no nimero de espécies
analisadas da ictiofauna neotropical de aguas continentais, sendo que 634 tiveram,
a0 menos, seus numeros cromossdmicos conhecidos. Segundo estes autores os dados
citogeneéticos disponiveis, ainda s3o muito restritos, ocorrendo grupos como por
exemplo os Cynodontidae, Ctenolucidae, Cetopsidae, Electrophoridae onde ndo ha
nenhuma, ou pouca, informagéc cariotipica. Devido a isto, é necessério que os estudos
citogenéticos em peixes neotropicais se ampliem ainda mais, para permitirem o
levantamento de novas informagbes que possam auxiliar na compreenséo das
relagbes de parentesco entre, ou dentro, de diferentes ordens, familias ou mesmo
géneros de peixes (VENERE, 1998).

Os peixes neotropicais apresentam uma grande variabilidade cariotipica, tanto
inter quanto intraespecifica. Seus nimeros cromossémicos dipléides encontram-se
distribuidos entre 2n=20 em Pterolebias longipinnis a 2n=132 em Corydoras aeneus
(OLIVEIRA ef al., 1988). A fauna de peixes neotropicais é constituida por grupos

bastante numerosos de Characiformes, Siluriformes e Perciformes, e por grupos



pouco numerosos e amplamente distribuidos como os peixes pulmonados, aruanas,
pirarucus, Cyprinodontiformes, potamotrigonideos, clupeideos, engraulideos,

scianideos, achirideos, belonideos, entre outros (VENERE,1998).

A familia Characidae é o grupo mais complexo entre os Characiformes e
representa um grande grupo de peixes de agua doce da América do Sul com 170
géneros e 885 espécies (NELSON 1994, apud MARGARIDO,1995). De acordo com
VENERE (1998), a subfamilia Tetragonopterinae constitui-se num grupo de peixes
muito diversificado, no qual as relagdes de parentesco, mesmo entre os diferentes
géneros, sdo bastante confusas. Pela diversidade de formas e pela variabilidade
cariotipica que se observa entre os diferentes géneros, torna-se ébvio que esse nao

se constitui num grupo natural de espécie.
1.2 CITOGENETICA DO GENERO Astyanax

O género Astyanax € o mais comum dos Tetragonopterinae, caracterizando-se
por apresentar duas séries de dentes no pré-maxilar, com cinco dentes na série
interna, linha lateral completa e nadadeira caudal nua, com escamas apenas na
base. Além disso, os dentes da mandibula decrescem de tamanho abruptamente
apoés o 3° - 4° dente anterior (BRITSKI, 1972). As espécies do género Astyanax
alimentam-se principalmente de larvas de insetos aquaticos, pupas, imagos e algas,
sendo elementos importantes para a manutencdo do equilibrio ecolégico. As
mesmas apresentam o mesmo comportamento reprodutivo dos peixes de piracema,
realizando curtas migragdes ascendentes na época de cheias que lhes permitiriam
um certo estimulo necessario para reprodugédo. Na cadeia alimentar, teriam papel
relevante como “espécies forrageiras” para individuos ictiéfagos, de maior porte,

como o dourado (GODOY, 1975).

Dentro da subfamilia Tetragonopterinae o género Astyanax € o mais estudado
citogeneticamente. O grupo apresenta grande variacdo cariotipica inter e
intraespecifica e seu nimero dipléide varia de 2n=36 a 2n=50 cromossomos. A
espécie que apresenta o menor nimero 2n de cromossomos € a A. cf schubarti, ja as
que apresentam maior numero s&o A. bimaculatus, A. lineatus € A. scabripinnis
(OLIVEIRA et al., 1988).



Estudos citogenéticos sobre Astyanax, em particular a espécie Astyanax
scabripinnis, tem apresentado ampla diversidade cariotipica interpopulacional.
Alguns individuos dessa espécie apresentam cromossomos Bs (supranumerarios)
que, sao elementos gendmicos encontrados em diferentes organismos,
aparentemente desprovidos de fungdo génica especifica (FORESTI, 1998). Estes
s&o frequentemente heterocromaticos e variaveis quanto ao tamanho e morfologia
(CARDOSO et al.,, 1998). Em estudos de A. scabripinnis da cabeceira do rio
Cascatinha, pequeno afluente do rio Tieté (Botucatu, SP), MAISTRO et al. (1994)
encontraram na populagdo local somente um macro cromossdmico B para cada
peixe de uma populagdo. J& NEO e MOREIRA-FILHO (1995) encontraram no Ribeirdo
Grande exemplares apresentando cromossomos B de trés diferentes tipos:
metacéntrico e submetacéntrico grandes e submetacéntrico medio e, no mesmo

rio, encontraram outros exemplares com dois cromossomos B.

O numero 2n dessa espécie tem se mostrado variante. No rio lvai (Maringa,
PR) foram encontradas por MIZOGUCHI e MARTINS-SANTOS (1998), duas
populacdes com numero 2n diferentes, a primeira com 2n=48 e a segunda com
2n=50. No comrego Curral das Eguas, MG, MOREIRA-FILHO e BERTOLLO (1991)

encontraram uma populagao com 2n=46 .

MIZOGUCHI e MARTINS-SANTOS (1998) listam varios autores que
observaram diferentes padrées de bandamento cromossdmico sugerindo que este
taxon seja um complexo de espécies, descrito por MOREIRA-FILHO e BERTOLLO

(1991) como “complexo” scabripinnis.

Estudos realizados por autores como CENCI et al. (1998); SANCHEZ et al.
(1998) e VALE et al. (1998), em populacbes de Astyanax bimaculatus
provenientes de diferentes regides da bacia do rio Parana, mostraram o mesmo
namero dipléide, 2n=50, mas com variagdes no citétipo, sendo que o mesmo
variou de 11 meta-submetacéntricos (e 14 subtelo-acrocéntricos) a 16 meta-

submetacéntricos (e 9 subtelo-acrocéntricos).
1.3 REGIOES ORGANIZADORAS DE NUCLEOLOS

Por meio de modificagdes na técnica de impregnagao pela Prata, utilizada



para cromossomos humanos, foi possivel visualizar a variabilidade das Regides

Organizadoras de Nucléolos (NORs) nos cromossomos de peixes.

As NORs sdo regides do cromossomo na qual se encontram o0s principais
genes de RNAr (5,8S, 18S e 28S DNAr). As mesmas tém sido muito estudadas em
varios organismos com as finalidades de acrescentar informagbes ao
conhecimento do DNA nessas regides, conhecer melhor a estrutura
cromossdmica, atividade génica, bem como, possiveis alteragdes cromossdmicas

estruturais que tenham ocorrido ao longo da evolugdo das espécies.

Varias técnicas estdo descritas para evidenciar estas regides
cromossdmicas, entre as quais destacam-se processos de hibridagao in situ com
sondas DNAr, utilizacéo de fluorocromos base especificos que evidenciaram as
heterocromatinas ricas em GC, a Cromomicina A; ou Mitramicina, geralmente
préximas as NORs e a coloragdo com nitrato de Prata, que possui afinidade com
as proteinas associadas ao DNAr, que estive ativo na ultima intérfase (HOWELL,

1977).

Ocorrem nas regides de DNAr variabilidades que tornam possivel diferenciar
ndo s6 espécies, como também populagdes. Esta variabilidade das NORs s&o
observadas quanto ao numero, localizagdo, atividade, quantidade de DNAr ou
numero de cistrons ribossdémicos presentes nas mesmas, bem como a organizacéo
das sequéncias do DNAr e os mecanismos envolvidos na regulacdo da atividade
destes cistrons (BICUDO, 1985).

OLIVEIRA e FORESTI (1994) citam 231 espécies de peixes com numero e/ou
localizacdo das NORs, sendo que destas, 164 apresentaram NORs simples, 35
apresentaram dois pares de NORs, 32 apresentaram mais de dois pares de

cromossomos contendo NORs.

Na familia Characidae ndo ha um padréo basico de numero e/ou localizagao
das NORs, podendo encontrar desde NORs simples como em Bryconinae
(MARGARIDO, 1995) e Salmininae (VENERE et a/., 1996), NORs multiplas em
Serrasalminae (OKUMURA e ALMEIDA-TOLEDO, 1998), até mesmo NORs
simples e multiplas em individuos da mesma espécie como em Bryconamericus sp
pertencentes a dois citétipos diferentes (PORTELA-CASTRO e JULIO-JUNIOR,



1998).

Na subfamilia Tetragonopterinae podemos encontrar, para Astyanax
bimaculatus, NORs simples, localizadas em posigao telomérica do braco menor no
maior par de cromossomos subtelocentricos (CENCI et al., 1998). VIEIRA et al.
(1997), verificaram para a mesma espécie que a coloragdo pela Prata marcou com
mais frequéncia trés cromossomos: o primeiro par e um representante do segundo
par dos subtelocéntricos, no entanto, foram observadas metafases onde
representantes de outros pares cromossémicos apareceram marcados. As
preparagdes com Cromomicina A; mostraram bandas brilhantes nos bragos curtos
dos dois primeiros pares de subtelocéntricos e em um par de acrocéntricos.
ROBAINA et al. (1998), encontraram para Astyanax sp B NORs mdltiplas em

cromossomos submetacéntricos e acrocéntricos.

NEO e MOREIRA-FILHO (1998) verificaram que a maioria dos individuos de
Astyanax scabripinnis analisados possuiam apenas um par de Cromossomos
marcados, no entanto alguns individuos apresentaram 3, 4, 8 e 9 cromossomos
marcados, caracterizando assim um sistema de NORs multiplas. Em populagdes

de outras regides o sistema de NOR simples mostrou-se mais frequente.

Estudando a mesma espécie MIZOGUCHI e MARTINS-SANTOS (1996)
encontraram para duas populagdes, um sistema de NORs multiplas, ambas
variando de 1 a 4 pares e em estudos realizados por ALVES e MARTINS-SANTOS
(1996) o sistema de NOR encontrado foi simples, presente em um dos pares de

acrocéntricos.

Em outras espécies o comportamento das NORs também mostra-se variante,
como em Astyanax eigenmanniorum; PFISTER E MOREIRA-FILHO (1997) apos
analise com impregnacgéo pelo nitrato de Prata evidenciaram uma variagdo de 3-9
cromossomos marcados. Ja para Astyanax fasciatus, SWERTS et al. (1998),
encontraram um par de cromossomos subtelocéntricos apresentando cistrons

ribossdémicos em posicédo terminal no brago curto.

E possivel verificar que, também, dentro do género Astyanax nao ha um

comportamento padr&o sobre o nimero de regides organizadoras de nucléolos.



2. OBJETIVOS

Os objetivos deste estudo foram:

1-Caracterizar os caridtipos (nimero fundamental e numero dipldide) das populagdes

de A. scabripinnis do corrego Jatai e de A bimaculatus do corrego Cruz da
Retirada Bonita;

2-Definir a localizagdo das regides organizadoras de nucléolos;

3-Comparar os dados obtidos com os de outras populacdes ja descritas na literatura.



3. MATERIAL E METODOS

3.1 ESPECIES ESTUDADAS E LOCAIS DE COLETAS

No presente trabalho foram analisadas duas espécies do género Astyanax,

Ou seja, Astyanax Scabripinnis (FIGURA 2) e Astyanax bimaculatus (FIGURA 4).

As coletas dos peixes foram realizadas no periodo de setembro de 1998 2
maio de 1999, sendo que exemplares da espécie A. Scabripinnis foram coletados
na nascente do corrego Jatai, localizada no Parque do Sabia (FIGURA 1),
18°54'38”S: 48°13'27"wW em Uberlandia - MG e os exemplares da espécie A.
bimaculatus foram coletados no cérrego Cruz da Retirada Bonita (FIGURA 3),
localizada na Fazenda Lago Verde a 19°25'51°S: 49°37°37'W em Campina Verde -
MG.

3.2 INDUCAO PARA AUMENTO DO NUMERO DE MITOSES

A fim de se obter uma melhor analise cromossémica, foi proposto por
CAVALLINI e BERTOLLO (1988) e CUCCHI E BARUFFALDI (1990) apud
MAISTRO (1996) duas técnicas que auxiliam na obtenc&o mais consistente de
células metafasicas tanto em qualidade como em quantidade. Como o orgéo
utilizado para obten¢do de cromossomos mitéticos é o rim (cefalico e posterior) e
esse tem funcéo hematopoiética isto e, produz células sanglineas (tanto as de
defesa como as transporte de 02/C0;) uma das técnicas, a de suspensao de
levedura induz o aumento na freqléncia de mitoses nas células de defesa e a
outra, que utiliza solugdo de Cloreto de Cobalto (CoCly), aumenta a frequéncia de
mitoses nas células de transporte de 0,/Co,. Sendo assim injetou-se solucéo de
CoCl; em 11 exemplares de A. Scabripinnis e em oito de A, bimaculatus. Quatro
exemplares de A. scabripinnis e dois de A. bimaculatus foram estimulados com
suspensio de levedura. Todos 0s 25 exemplares foram recolocados no aquario e

peérmaneceram no local num periodo que variou de 20 minutos a 48 horas.



- Suspensio de levedura (CAVALLINI E BERTOLLO, 1988).
1 - Injetar intraperitonialmente suspensao de levedura (0,5g de fermento de bioldgico-
Saccharomyces cerevisae + 1,5 g de dextrose + 6 m| de H,0) na proporcéo de 1 mi
de suspensio por 100g de peso animal, 24 horas antes do sacrificio da animal

para a preparacdo de cromossomos mitoticos.

Solugdo de CoCl, (CUCCHI E BARUFFALDI, 1990).
1 - Injetar, intraperitonialmente. solugéo aquosa de CoCl, (4 mg/ml na proporgao de
0,5 mi de solugéo por 100g de peso animal), 24 horas antes do sacrificio do animal

Para a preparagdo de cromossomos mitéticos.



FIGURA 1- Vista parcial do local de coleta de A. scabripinnis no
corrego Jatai (Municipio de Uberlandia-MG).

FIGURA 2- Exemplar de Astyanax scabripinnis. Medindo 8,5 cm.
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FIGURA 3- Vista parcial do local de coleta de A. bimaculatus no cérrego Cruz da Retirada
Bonita (Municipio de Campina Verde-MG).

FIGURA 4- Exemplar de Astyanax bimaculatus. Medindo 9,5 cm.



—
—

3.3 PREPARAGAO DE CROMOSSOMOS MiTOTICOS

O 6rgéo utilizado para a obtengdo de metafases mitéticas foi o rim, cefalico e
posterior.

Para obtengdo de cromossomos mitoticos "in vitro" foi utilizada a técnica
descrita por FORESTI et a/. (1893) como se segue:
1. Colocar rim cefélico (ou porgGes em regeneragao de branquias ou nadadeiras) em

& mi de solucdo saiina de Hanks em uma placa de Petri

. Dissociar bem o material

N

. Retirar o sobrenadante com um pipeta Pasteur, colocando o material em tubo de

w

centrifuga

Pingar 25 ul de coichicina 0,016%

L

()]

. Pipetar mais ou menos 50 vezes até suspender novamente o material

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

[0}

. Centrifugar por 10 minutos a 500 rem

~

8. Desprezar o sobrenadante e compietar para 6 mi de cioreto de potassio
9. Suspender novamente pipetando por mais 100 vezes

10.Levar novamente a estufa (36°C) por mais 30 minutos

11.Pingar 150 ul de metanoi-acético proporg¢ac 3:1

12.Pipetar devagar por mais 100 vezes

13.Deixar o material descansar por 5 minutos

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

15.Centrifugar por 10 minutos

16.Desprezar o sobrenadante e compietar para 6 mi com o fixador, pipetando por 100
vezes

17.Centrifugar por 10 minutos, repetindo essa lavagem por duas vezes

18.Diiuir o materiai de forma a se obter uma suspensao nao muito turva

3.4 PREPARO DE LAMINAS

—

Foram pingadas mais ou menos 5 gotas de suspensao celuiar, utiiizando

pipeta Pasteur, em iaminas previamente limpas e com uma fina camada de agua



com temperatura ao redor de 65°C, deixando-as secar ao ar.

Logo apés, corar com Giemsa 5%, diiuido em tampao fosfato pH=86,8, por 5
minutos, enxaguar com agua e secar ao ar.

Para determinacdo das NORs foi utiiizada 3 técnica de impregnacao pela

oSy ¥}

escrita por HOWELL e BLACK (1980) como se segue:

Y
A
<l
o
Q

-

Colocar 25 i de solugao de gelatina a 2% diluida em solugdo de acido férmico a
1% e 50 ui de $Olugéo aquosa de nitrato de Prata a 50% sobre lamina preparada

para cromossomos mitéticos:

N

Misturar as duas solugbes e cobrir com laminula;
Transferir para estufa a 70° C. Decorridos 5 g 8 minutos, a lamina adquire uma

coloragéo amarelada, passando para marrom dourada;

N

Remover a laminuia com &gua e lavar bem a l&mina em agua deionizada:

Secar e examinar ao microscopio.

3.5 EsTubpOS CARIOTiPICOS

As {aminas Préparadas foram analisadas em microscépio éptico de iuz. As
contagens cromossdmicas e as observagbes das NORs foram feitas com objetiva
de imersdo. As contagens cromossdmicas, permitiram definir os numeros 2n e os
numeros fundamentais (NF) das duas populagdes analisadas

Na determinacdo do numero fundamentai (NF) os cromossomos
metacéntricos, Submetacéntricos e subteiocéniricos foram considerados com dois

bragos e os acrocéntricos com apenas um brago.

Apos as anaiises das laminas, as melhores metafases foram fotografadas em

fotomicroscépio.
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4. RESULTADOS

4.1 ASTYANAX SCABRIPINNIS

Foram preparados 74 exempiares de A. scabripinnis (53 féemeas e 21 machos)
provenientes da nascenie do c6rrego Jatai, dentre ©s quais 13 apresentaram
metafases em condigBes possiveis de analise.

~

Na TABELA 1 e 2 €& possivel observar a quantidade de cada numero
cromossdmico observado nos exemplares. O numero dipidide modal dos mesmos
caracterizou-se por 50 cromossomos tanto para 08 machos como para as femeas
(FIGURAS 5 e 6) e © numero fundamentat (NF) foi igual a 78 (FIGURA 7a). As
NORs evidenciadas pela impregnagéo de nitrato de Prata se mostraram presentes
na extremidade do brago curto do primeiro par de cromossomos subtelocéntricos

~

FIGURA 7c e d).

—

O caridtipo foi montado, separando em ordem decrescente, os 14 primeiros
pares de cromossomos com dois bragos, denominado de grupo A, dos 11 pares de

Cromossomos com um braco, denominado de grupo B (FIGURA 7a).



14

TABELA 1-Numeros cromossomicos encontrados em exempiares
- machos de A. scabripinnis.
N° DO NUMERO DE CRCMOSSOMOS
N TOTAL
PEIXE 46 47 48 49 50 51
159 -- 1 1 -- -- -- 2
160 - 1 8 13 28 1 51
163 -~ - - -- 1 -- 1
203 -- -- -- -- 2 - 2
TOTAL - 2 9 13 31 1 56
0
s
=
‘O
brd @203
& ~
S ’ | o163
| [3159

NN

FIGURA 5 - Grafico do namero 2n para exemplares machos de Astyanax

exemplares anaiisados.

scabripinnis. O quadro refere-se aos nameros de identificacido dos

- FIGURA 6 - Grafico do numero 2n para exempiares fémeas de Asiyanax

scabripinnis. O quadro refere-se aos nameros de identificagdo dos
exempiares analisados.
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4.2 ASTYANAX BIMACULATUS

Os exemplares de Astyanax bimacuiatus foram provenientes do cérrego Cruz
da Retirada Bonita, Campina Verde (MG). Todos os 13 animais obtidos eram
fameas e cinco destas apresentaram metafases em condigdes de andlise. Pode
ser observado na TABELA 3 a quantidade de cada numero cromossémico
encontrado para esses exempiares apds analise das laminas. O numero dipidide
modal obtido foi equivaiente a 2n=50 (FIGURA 8) e NF=90 (FIGURA Ga).

Assim como o cariotipo da espécie A. scabripinnis, este foi montado,
separando em ordem decrescente, 0os 20 primeiros pares de Cromossomos com
dois bragos, denominado de grupo A, dos cinco pares de cromossomos com um
brago, este denominado de grupo B (FIGURA 9a). A mesma metafase da FIGURA
gb quando submetida a coloragdo com nitrato de Prata, foi observada apenas na
iamina e as AgNORs visualisadas, mostraram-se simpies e bem evidentes em
posicdo telomérica no braco curto do primeiro par de cromossomos
subtelocéntricos. A FIGURA 9c destaca as AgNORs de outro exemplar da mesma

populagdo, confirmando assim, o tipo cromossdmico e @ posi¢ao das NORs.
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TABELA 2- Numeros cromossomicos encontrados em exemplares

fémeas de A. bimaculatus

N° DO NUMERO DE CROMOSSOMOS o

PEIXE | 45 47 48 49 50 51 rOTAL
211 -~ - -- 1 5 1 7
212 -- -- -- -- 1 - 1
213 - - -- -- 1 - 1
216 -- -- -- - 1 - 1
219 -- -- -- 1 -- -- 1

TOTAL - - - 2 8 1 11

n° de células

FIGURA 8 - Grafico do numero 2n para exemplares fémeas de Astyanax
pimacuiatus. O quadro refere-se ao namero de identificagdo do exempiar
analisado.
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FIGURA 8-a) Cariétipo de A. bimaculatus corado com Giemsa, representado em dois grupos:
A (cromossomos com dois bragos) e B (cromossomos com um brago); b) Metafase
corada com Giemsa; c) Metafase de outro exemplar da mesma espécie corada com
nitrato de Prata evidenciando as NORs.
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5. DISCUSSAO

5.1 A MACRO ESTRUTURA CARIOTIPICA

Uma grande variabilidade cariotipica é relatada para A. scabripinnis em
diferentes populagdes. VIEIRA et al., (1998) descrevem O cariétipo de
animais de trés populacgées diferentes. A populagdo do Ribeirdo da Quinta
apresenta um numero dipléide que indica 2n=50, a do rio Capivara, com dois
citétipos diferentes tendo 2n=48 e de 2n=50 e a terceira, a do corrego Agua
de Madalena, com trés citétipos diferentes sendo 2n=46, 48 e 50 e ainda
alguns exemplares com Cromossomos supranumerérios. ABEL e MOREIRA-
FILHO (1998) descrevem outras duas populagbes, sendo cada uma
proveniente de riachos diferentes na bacia do rio Sao Francisco, 2n=46 e 50.
Comparando-se os padrfes cariotipicos descritos com os da populagdo do
corrego Jatai observa-se que apesar da grande variabilidade cariotipica, esta
apresenta-se dentro do padréo mais geral descrito para a espécie com 2n=50

e sem a presenca de cromossomos supranumerarios.

Além das variagées do numero 2n 0 numero fundamental também tem se
mostrado bastante variante. De acordo com SOUZA E MOREIRA-FILHO
(1995), duas populacbes de altitudes diferentes (1800 m e 780m) da bacia
Paraiba do Sul. SP apresentaram o mesmo numero 2n (50) e diferentes
numeros fundamentais (NF), sendo que a populagédo localizada a 1800m de
altitude, o NF foi igual a 86 (3M+12SM+3ST+7A) em exemplares machos e
para a populagdo de 780m, NF=70 (2M+5SM+3ST+15A) em ambos 0S S€xos.
Contribuindo com esses estudos FAUAZ et al., (1994), encontraram em uma
populacdo proveniente do rio da Pedras, na regido de Campos do Jordao,
SP, 2n=50 em ambos 0s sexos € NF=88 (3M+11SM+5ST+6A). MORELLI et
al.1983, também encontraram O mMesmo numero 2n para uma populagéo do
Ribeirdo dos Bicudos, no municipio de Brotas, SP e NF que poderia
corresponder a 92 ou 90 (4M+10SM+7ST+4A ou 4M+10SM+6ST+5A) devido a
dificuldade na caracterizagao de alguns pares. Verifica-se nestes dados uma
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variacdo do NF de 70 a 92. Desta forma, NF=78 com 11 pares de
cromossomos acrocéntricos, observado para a populacdo estudada encontra-
se préximo a um padréo ja descrito como o da populagéo do rio Paraiba do
Sul, coletada a 780 metros de altitude com NF=70 e 15 cromossomos

acrocéntricos.

Para a espécie A. bimaculatus (2n=50) foi encontrado um numero
dipléide igual ao da primeira populagdo (A. scabripinnis), ja o numero
fundamental foi igual a 90, evidenciando um maior numero de bracos

cromossoémicos.

O numero cromossdmico 2n basico dessa especie se manteve constante
em trabalhos de diversos autores (MORELLI, 1981: MORELLI et al., 1983;
TAKAHASHI et al., 1994, CENCI et al., 1998; DANIEL-SILVA e ALMEIDA-
TOLEDO, 1998, SANCHEZ et al., 1998 e VALE et a/., 1998), mas 0 citotipo
se apresentou bastante variante. Nas populagdes analisadas por esses
autores estiveram presentes os quatro tipos de cromossomos (metacéntricos,
submetacéntricos, subtelocéntricos e acrocéntricos) sendo que 0s numeros
fundamentais mostraram variagdes de 88, descrito para a populacéo do rio
Mogi Guagu (MORELLI et a/., 1983 e DANIEL-SILVA e ALMEIDA-TOLEDO,
1098) a 94 descrito para a populagéo do rio Parana (SANCHEZ et al., 1998).

Nao foi possivel uma identificagao mais precisa dos tipos
cromossdmicos nas duas espécies analisadas, devido a dificuldades técnicas
encontradas no presente trabalho. Os cromossomos se apresentavam de
forma muito condensada, dificultando assim a definigdo correta quanto a sua

morfologia.

Uma das possiveis causas dessa elevada condensacgdo pode estar
relacionada a colchicina utilizada, que eéem muitos casos aumenta a
condensacdo natural dos cromossomos mitéticos. O tempo de hipotonizagao
também é um fator que pode dificultar uma analise mais precisa dos
cromossomos, uma vez que estes também se deformam em solugdes

hipotonicas.

Apesar das dificuldades encontradas em relacdo a identificagéo
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cariotipica, pbde-se observar gue as duas espécies apresentam um cariotipo
relativamente assimétrico com os 4 tipos de cromossomos, sendo O primeiro
par metacéntrico grande destacando-se nitidamente do restante. Todos os
cariotipos descritos para estas duas espécies descrevem uma figura
cariotipica semeihante & observada nas populagbes aqui estudadas. O
primeiro par de tamanho nitidamente maior confirma o descrito por SCHEEL
(1872, apud MARGARIDO, 1895) que reiata para a famiiia Characidae, em
geral, a presenga de dois grandes Cromossomos metacéntricos,
correspondentes ao primeiro par do compiemento.

A espécie Astyanax scabripinnis se constitui numa espécie de cabeceira,
assim, as populacdes vivem isoladas umas das outras. Portanto as
alteracbes estruturais ocorridas nas espécies sdo fixadas e ficam
impossibilitadas de serem passadas a ouiras populagdes devido a barreiras
geograficas que existem entre as cabeceiras. As variagbes no nuamero
dipiéide dessa espécie possiveimente devem ocorrer devido a fusac ou

fissdo céntrica dos cromossomaos.

Nas duas espécies, como ja relatado, ocorrem mudangas nos
cromossomos quanto ao tipo morfoidgico, causando varia¢des no citotipo. As
possiveis causas dessas variagbes podem ocorrer devido a provaveis

inversdes ou translocagdes cromossdmicas.

Estudos cromossdmicos com outras metodologias tais como
caracterizagdo de heterocromatinas por pbanda C, enzimas de restrigdo efou
com fiuorocromos base-especificos podem fornecer meihores dados a fim de
definir melhor a macroestrutura cariotipica para estas populagdes .

Como citado anteriormente MAISTRO et al., (1994) e NEO e MOREIRA-
FILHO (198%85) reilatam que algumas populagbes de A. scabripinnis
apresentam muitos exemplares com cromossomos Bs, mas esse nao foi o
caso da popuiagdo de A. scabripinnis estudada. Os cromossomos
supranumerérios reiatados para peixes tem se mostrado mais frequentes em
exemplares fémeas (CARDOSO et al., 1998 e MIZOGUCHI e MARTINS-
SANTOS, 1998: MAISTRO, 1996 e PORTO-FOREST! et al. 1997). Na

populagéo do cdrrego Jatai nada foi observado que pudesse sugerir um
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sistema de cromossomos supranumerarios, apesar de que em aigumas
metafases, pode-se observar numero 2n=51 (Figura 5, 6 e 8), O numero
destes casos & pouco significativo, sendo mais provavel gue tenha ocorrido
devido a presenga de cromossomos de metafases proximas & submetida a

contagem.

Deste modo os dados obtidos para A. scabripinnis relagdo ao
cromossomo B, descordam de alguns casos ja descritos e os obtidos para A.

bimaculatus confirmam 0s dados da literatura.

5.2 As REGIOES ORGANIZADORAS DE NUCLEOLOS DAS ESPECIES

ESTUDADAS

Variagdes no padrdo das AgNOR séo bastante frequentes em peixes. 0
sistema de AgNOR no género Astyanax tem, geralmente, sido caracterizado
como multiplo por autores como PASTORI et al. (1998); BARROS et al.
(1998), ROBAINA et al. (1998), PFISTER e MOREIRA-FILHO (1997) entre
outros. O numero de cromossomos marcados variou de dois, como O
encontrado neste trabalho, a nove descrito por PEISTER e MOREIRA-FILHO
(1997) e NEO e MOREIRA-FILHO (1998). Nas populagdes do cdrrego Jatai
(Uberlandia-MG) e Cruz da Retirada Bonita (Campina Verde-MG) o sistema
de NOR apresentado mostrou-se nao variante, em todas as metafases
observadas mostrou-se presente em apenas um par. Nas duas espécies a
NOR localizou-se na porgao terminal do brago curto de apenas um par de

Cromossomaos.

Populagbes de A. scabripinnis e A. bimaculatus analisados por varios
autores, quanto aos tipos morfoldégicos de cromossomaos portadores de NORs
e 0 numero de cromossomos portadores das mesmas, estas se apresentaram
polimorficas. Em alguns estudos em A. scabripinnis, 0s Cromossomos
AgNORs" foram submetacéntricos (SOUZA e MOREIRA-FILHO, 1995),
subtelocéntricos (FERRO e BERTOLLO, 1998 e MAISTRO et al., 1994) e
acrocéntricos (SOUZA e MOREIRA-FILHO, 1995; MIZOGUCHI e MARTINS-
SANTOS, 1996 e ALVES e MARTINS-SANTOS, 1996) e com a NOR
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localizada quase sempre em posicao terminal, ndo sendo relatado nenhum
caso de NOR em cromossomos metacéntricos e apenas um, por MAISTRO et

al. (1994), onde a posigéo da NOR foi intersticial.

MORELLI (1981) observou trés tipos diferentes de Cromossomos
portadores AgNOR (submetacéntrico, subtelocéntricos e metacéntrico) em
exemplares de A. bimaculatus do rio Mogi Guagu (SP). Autores ja citados
obtiveram resultados semelhantes a esse eém populacées de outras bacias
hidrograficas, confirmando a variabilidade das NORs. Este polimorfismo
quanto ao numero de NORs e os tipos de morfolégicos dos cromossomos
portadores das mesmas, provalvemente podem ser devidos a crossing-over
desigual, atividade génica ou associacdo de cromossomos nao homologos.

Apesar das duas populagdes analisadas nesse trabalho néo
apresentarem nenhuma variabilidade em relacdo as AgNORs, testes com
fluorocromos GC especificos, ou mesmo metodologias de hibridagéo “in situ’,
podem ser sugeridos para melhor detecta-las e estuda-las tanto a sua
diversidade intra e interespecifica quanto a sua localizacdo nos cariétipos
das populagdes analisadas, podendo oferecer informagoes uteis em relacao
as mudancas cromossdmicas que ocorrem em populagbes dessas duas

espécies.
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6. CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos com as analises citogenéticas
envolvendo coloragdo convencional com Giemsa e impregnacéo pela Prata,

pode-se concluir que:

eAstyanax scabripinnis da populagéo do corrego Jatai possui numero
2n=50 e NF=78.

eAstyanax bimaculatus da populagéo do corrego Cruz da Retirada Bonita
possui 2n=50 e NF=90 ;

«Os estudos das NORs por impregnacdo pela Prata nas duas espécies
revelou sua localizacdo em posig&o telomerica no brago curto do primeiro par

de subtelocéntricos, evidenciando um sistema simples;

«Nenhum cromossomo B foi evidenciando para Astyanax scabripinnis da
populagdo do corrego Jatai, discordando de alguns casos ja descritos. A
auséncia desses cromossomos nos exemplares de Astyanax bimaculatus

confirmam os dados da literatura.
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