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Apresentacao

O Brasil abriga na sua extensa rede hidrografica a maior diversidade de
ictiofauna do mundo, entretanto, a quantidade de estudos realizados com esse
grupo ainda nao corresponde, proporcionalmente, a sua riqueza. Os peixes
possuem um importante papel ecoldgico, econémico e evolutivo que justifica
um aprofundamento do conhecimento de seus membros. A citogenética é uma
das ferramentas mais utilizadas para compreender sua taxonomia e relagdes
evolutivas.

Citogenética é a area da genética que estuda os cromossomos,
contribuindo com diversas areas da biologia, tais como, ecologia, biologia
meédica, evolugao e taxonomia. A citogenética evolutiva estuda a variabilidade
genética, conservagao e evolugdo dos cromossomos. Dados citogenéticos
auxiliam a caracterizar e esclarecer os eventos evolutivos de um grupo e sua
taxonomia.

A familia Heptapteridade € a terceira maior familia da ordem dos
Siluriformes. Seus espécimes possuem o corpo nu, morfologia e habitos
alimentares semelhantes. O género mais controverso desta familia € o género
Rhamdia. Ele é formado por apenas 11 espécies, classificados por morfologia
interna dos seus representantes, sendo a espécie Rhamdia quelen a mais
estudada.

Atualmente, R. quelen possui mais de 40 espécies sinonimias, com
diferentes nomes aplicados ao mesmo taxon. A ampla distribuicdo e qualidade
da carne tornaram o bagre, nome popular do R. quelen, o segundo mais
cultivado na aquicultura brasileira. Os exemplares possuem numero diploide de
58 cromossomos, auséncia de cromossomos sexuais € com ocorréncia de
cromossomos Bs, em ambos os sexos. As diferengas na morfologia, tamanho e
heterocromatina dos cromossomos Bs descritos. A morfologia dos exemplares
encontrados em regides geograficas diferentes indicam que essa espécie é na
verdade um complexo de espécies.

Exemplares de R. quelen estudadas na regido do Triangulo Mineiro
apresentaram diferencas quando comparads as espécimes descritos em outras
regides do Brasil, sendo a ictiofauna da regidao do Triangulo Mineiro ainda é

pouco conhecida e estudada. O Tridangulo Mineiro € drenado pelas bacias



hidrograficas dos rios Araguari € Tejuco, o segundo maior afluente do rio
Paranaiba. A bacia do rio Araguari abrange a porg¢ao leste do municipio de
Uberlandia, tendo como principal afluente o rio Uberabinha, que travessa da
cidade de Uberlandia (MG). O rio Uberabinha, na zona rural, é abastecido pelo
rio das Pedras.

As agbes antropicas na microrregido de Cataldao (GO) e do Triangulo
Mineiro representam impacto para o ecossistema aquatico. Os parametros
fisico-quimicos para determinar a qualidade de agua ainda sao insuficientes,
pois ndo levam em consideragao as reagdes biologicas.

Para uma completa avaliagdo do ambiente € necessario conhecer os
efeitos dos contaminantes in vivo, sendo assim o monitoramento bioldgico é
essencial. As regides em crescimento urbano e industriais sdo mais
susceptiveis a contaminacdo dos corregos e dos rios devido a pouca
fiscalizagdo e monitoramento. Estudos realizados na cidade de Uberlandia com
R. quelen mostraram que a ictiofauna nativa € uma importante ferramenta para
o monitoramento e detecgao de contaminantes genotdxicos nesses locais.

Espécies como Astyanax altiparanae e Astyanax fasciatus, amplamente
distribuidos pelo territério brasileiro, sdo considerados onivoros e nectdnicos.
Na regido estudada estes espécimes sdo usados para alimentagdo da
populagdo ou como isca, juntamente, com a espécie Characidium fasciatum,
que possui habito benténico e apesar de ser considerado um peixe ornamental,
possui autorizagao para ser utilizado na aquicultura.

O presente estudo visa analisar citogeneticamente espécimes de R.
quelen a fim de auxiliar na sua sistematica e a problematica da poluicdo dos

ecossistemas aquaticos da microrregido do Triangulo Mineiro e Catalao (GO).



Capitulo I: Fundamentacao Teérica

Citogenética de peixes neotropicais

A citogenética é uma ciéncia multidisciplinar com técnicas baseadas nos
avangos teodricos e técnicos da biologia celular e molecular, citometria e
bioinformatica. A citogenética auxilia nas elucidagdes de duvidas evolutivas e
filogenéticas (ROBINSON; YANG, 2012), além de ser uma importante
ferramenta para diagnosticos e selecionamento de embrides (FRAGOULI et al.,
2013). A citogenética aborda analises do cromossomo isolado ou em conjunto,
estuda sua replicagdo, organizacao, fungcéo, possiveis variacbes e evolucao.
Logo, a citogenética pode ser definida como a ciéncia dos cromossomos, que
inclui ndo s6 seu comportamento durante a interfase e divisdo celular, como
também o estudo das suas caracteristicas microscopicas e moleculares
(GUERRA, 1988).

Mais de um milhdo de analises citogenéticas sao realizadas por ano. Na
area da medicina, analises citogenéticas sao rotineiras, auxiliando no
diagndstico de pacientes com mal formagdes, cancer e problemas reprodutivos
(GERSEN; KEAGLE, 2005). Na citogenética classica, variagbes numéricas,
morfolégicas, comportamento meiético e conteudo de DNA, sao importantes
ferramentas para analises taxondmicas (GUERRA, 1988). O auxilio da
citogenética nessa area deve-se a relagdo evolucionaria entre estrutura e
numero de cromossomos com as espécies (O'BRIEN et al., 2006 apud
ROBINSON; YANG, 2012). Extensos trabalhos desenvolvidos no campo da
citogenética animal, principalmente, na regido neotropical proporcionaram o
aumento do conhecimento de varias espécies (OLIVEIRA et al., 2009).

A regiao neotropical possui a maior diversidade de ictiofauna do mundo,
com aproximadamente 6000 espécies catalogadas que representam 20-25%
de todas as espécies descritas no mundo (REIS et al., 2003). A vasta rede
hidrografica brasileira abriga uma grande parte dessa biodiversidade. A
ictiofauna nativa esta distribuida pelas 12 regides hidrograficas e possui uma
importancia econémica, ecoldgica e evolutiva.

A maior parte dos estudos de citogenética se concentra nos peixes, pois
eles possuem uma posicdo chave para o conhecimento da filogenia de
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vertebrados, auxiliando a determinar as linhas evolutivas da superclasse
Tetrapoda. Deste modo, o estudo evolutivo de peixes assume grande
importancia bioldgica. Sdo descritos citogeneticamente 1962 espécies de
Characiformes, 2214 Siluriformes, 572 espécies de Perciformes, destas ordens,
mais do que a metade das espécies descritas pertencem a familia Characidae,
Loricariidae e Cichlidae (REIS et al., 2003).

Os conhecimentos citogenéticos da ictiofauna, além de auxiliarem na
classificacdo e compreensdao da dindmica evolutiva, sao importantes
ferramentas para determinagcdo dos impactos ambientais e antropoldgicos nas
espécies. Apesar do valor cientifico dos estudos citogenéticos poucas espécies
neotropicais sao estudadas. As analises se concentram em 475 espécies de
Characiformes, 318 das espécies de Siluriformes e 48 de Gymnotiformes
(OLIVEIRA at al., 2009). Nas espécies estudadas, a determinagdo do numero
diploide e técnicas de estruturacdo de cromossomos, possibilitam um
conhecimento mais profundo (TORRES-MARIANO, 2001), como a descrigédo
de cromossomos Bs em 38 espécies e cromossomos sexuais em 62, sendo a
fémea como sexo heterogamético em 40 espécies e 22 espécies possuem 0s
individuos machos heterogaméticos (OLIVEIRA at al., 2009).

Os primeiro estudos citogenéticos foram realizados em Characidae, com o
género Astyanax (JIM; TOLEDO, 1975 apud OLIVEIRA et al., 2009), seguido
da primeira descrigdo de Siluriformes com o controverso grupo Pimelodidae
(TOLEDO; FERRARI, 1976).

Ha uma grande diversidade cromossémica no grupo de peixes. A
extensiva variabilidade ndo ocorre apenas nos rearranjos cromossomicos, mas
também no numero diploide. A familia Rivulidae possui o exemplar com o
menor numero diploide ja descrito, (2n=20) na espécie Pterolebias longipinnis.
O maior numero diploide é encontrado no grupo dos Siluriformes para
Corydoras aeneus com 2n=134 (ARTONI et al., 2000). O género Corydoras
apresenta uma variagao interna, com espécies descritas contendo 2n=46, em
C. arcuatus, C. trilineatus e C. schwartzi, 2n=62 é encontrado em C. cf.
simulatus e C. simulatus, ja a espécie de C. reticulatus possui 2n=74 e C.
metae 2n=92 (OLIVEIRA et al., 1992) até o maximo observado em Corydoras

aeneus.



Alguns grupos possuem uma menor variabilidade, ou seja, apresentam o
numero diploide conservado, como observado em varias espécies de
Curimatidae, Prochilodontidae, Parodontidae e Anostomidae que apresentam
2n=54 com cariotipos constituidos principalmente por cromossomos meta e
submetacéntricos. Subfamilias de Characidae exibem uma conservagao em
relacdo ao numero diploide igual a 50 (MARGARIDO, 1995). Na ordem de
Siluriformes, a nova familia Heptapteridae apresenta o numero diploide basal
de 58 (GARCIA et al., 2010) e o género Pimelodus como 2n=56 (SWARCA et
al.,, 2013). No entanto, em uma das familias mais antigas e estudadas dos
Siluriformes, Loricariidae ha ampla variagdo no numero diploide, desde 2n= 36
nos Loricariinae, Rineloricaria latirostris, até 2n=80 nas espécies Hypostominae
(ARTONI; BERTOLLO, 2001; KAVALCO et al., 2005). Desse modo, os
rearranjos dos cromossomos atuam como divergentes na evolugao.

Nos vertebrados as fusdes céntricas emergem como um processo
potencialmente importante na evolugao cariotipica (KAVALCO et al., 2005).
Também sao observadas fissbes céntricas e translocacdes Robertsonianos,
principalmente fusdo de dois cromossomos acrocéntricos formando um
metacéntrico. Responsavel pelas diversificacbes cariotipicas numéricas e
morfolégicas sem alterar o numero fundamental (numero de bragcos dos
cromossomos) como ja observado em Characiformes, na familia Curimatidae,
em Potamorhina altamazonica e Potamorhina latior (FELDBERG, 1990). Isto
nao exclui a ocorréncia de outros rearranjos cromossOmicos na historia
evolutiva do grupo. Na familia Callichthyidae, a subfamilia Callichthyinae possui
8 vezes mais DNA quando comparada com a subfamilia Corydoradinae
(OLIVEIRA et al., 1992). Esse aumento mostra a importancia da poliploidia
para a especiagao.

Poliploides sé&o espécimes com trés ou mais cromossomos homologos ao
contrario de apenas dois lotes génicos encontrados nos individuos normais. A
poliploidia pode ser dividida em dois tipos: autopoliploidia, onde os lotes
cromossOmicos sao originarios da mesma espécie e alopoliploidia, onde o
individuo possui lotes cromossémicos de espécies diferentes, ou seja, ha uma
hibridizacdo interespecifica. Individuos alopoliploides sdo mais comuns que

autopoliploides. As espécies com alopoliploides estabelecidos ocorrem onde
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seus diploides ndo sdo encontrados (BROCHMANN et al., 2004; PAUN et al.,
2011). Sendo assim, a poliploidia € um importante mecanismo de especiagéo
por hibridagdo, pois cria uma barreira reprodutiva entre os individuos hibridos e
seus parentes.

Nos vertebrados a poliploidia € considerada um evento raro, porém nos
peixes ha relatos na espécie Astyanax shubarti (MORELLI et al., 1983), na
familia Poeciliidae nos géneros Poecilia e Poeciliopsis, (QUATTRO et al., 1992;
SOLA et al., 1993) e no género Rhamdia dos Siluriformes (TSUDA et al., 2010;
FUKUSHIMA et al, 2012). Em estudos citogenéticos em triploides de
Eigenmania sp. (ALMEIDA-TOLEDO et al.,, 1985), Astyanax scabripinnis
(MAISTRO et al., 1995), e Trichomycterus davisi (BORIN; MARTINS-SANTOS,
2000) mostraram atividade normal dos genes ribossomais. Apesar dessa
aparente normalidade génica, pode haver distribuicdes diferentes tornando os
gendtipos incompativeis. Reforgando as divergéncias entre as populagdes, pois
mantém suas diferencas e impedindo a troca génica, o que acarreta em
isolamento reprodutivo. A consequencia é a formacao de ilhas de especiacao
que favorecem rearranjos que reduzem a recombinagao (BARTON, 2013).

O isolamento reprodutivo pode seguir dois caminhos, reforgar o
isolamento ou formar locais de especiacdo com hibridos, os quais sao
responsaveis por introduzir alelos na populacédo. A seleg¢ao sobre os individuos
hibridos € maior em populagbdes submetidas a estresse. Os gendtipos hibridos
que podem se estabelecer sdo aqueles que, além de adaptados ao ambiente,
podem formar populagdes distintas, reprodutivamente isoladas de seus
parentes (ABBOTT et al, 2013).

Deste modo, o isolamento reprodutivo devido as acgdes antropologicas,
como a construgdo de barragens e rodovias, desmatamento, introducdo de
espécies e crescimento industrial, possuem implicacbes maiores do que o
desaparecimento de espécies. Essas agbes podem iniciar um processo de
especiagao devido ao tamanho reduzido das populagbes. A estrutura
populacional das espécies estudadas influenciam a manutencido ou
variabilidade do caridtipo das mesmas. Populagbes pequenas e com pouca

mobilidade apresentam uma maior variabilidade quando comparadas com



populagdes grandes e com poder de dispersao (MAISTRO, 1996), pois nessas
nao ha populagdes divergentes que impegam o fluxo génico (BARTON, 2013).

Marcagcoes e Bandeamento Cromossémico

Regibées 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 transcricbes de um RNA ribossémico
precursor (pré-rRNA) e uma regido conhecida como espacgador 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, sdo formados por moléculas de rRNA precursor,
que possui um coeficiente de sedimentacao de 45S.

As moléculas produzidas permanecem vizinhas ao DNA ribossémico
(rDNA) que se combinam com varias proteinas para formar as subunidades
ribossomais. Esse conjunto de moléculas ao redor do rDNA é o responsavel
pela produgcdo de uma regido com coloragdo mais intensa no nucleo, o
nucléolo. Com a condensacdo dos cromossomos, durante a metafase, os
genes ribossdmicos param suas atividades, o que provoca o desaparecimento
dos nucléolos. A técnica de marcagao com solugao de nitrato de Prata permite
visualizar as regides organizadoras de Nucléolos, que estavam ativas na
interfase anterior. A Prata combina-se com as proteinas presentes ao redor dos
genes ribossdmicos e ndao com o préprio DNA, sendo assim, (HSU et al., 1975).
As caracteristicas dessas regides podem auxiliar no maior entendimento dos
sistemas evolutivos de diferentes espécies e as possiveis variagdes individuais.

A metilacdo do DNA € a chave do mecanismo de regulagdo da
expressado génica. Had mudanga dos padrbes de metilacdo que estédo ligados
com a atividade das regides organizadoras de Nucléolos. Diferencas na
atividade transcricional dos genes para rDNA é geralmente evocada para
explicar o heteromorfismo de NORs (DIMITROVA et al., 2012). Outra
explicagdo é a ocorréncia de rearranjos desiguais entre cromossomos
homologos, possuidores de NOR, que se fixam na populagdo provocando o

heteromorfismo. Em algumas espécies pertencentes a familia Scianidae, a
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evolugao deve ter ocorrido primeiramente na localizacdo e tamanho da NOR.
(FELDBERG et al., 1999). Isto significa que os genes ribossomais tem um
importante papel na plasticidade cariotipica do grupo

Alguns grupos de peixes apresentam a NOR em um unico par
cromossbmico (Curimatidae, Anastomidae, Prochilodontidae e Cichlidae),
outros possuem NORs multiplas (Lebiasinidae, Loricariidae, Erythrinidae e
Callichthydae), incluindo no cromossomo sexual (VALENTIM et al., 2013). A
presenca de NOR simples e multiplas é observada em Characidae e na Ordem
Gymnotiformes (BALEN et al., 2013, MILHOMEM et al., 2013, PISCOR et al.,
2013). A NOR simples, em apenas um par de cromossomos, € considerada
primitiva em relagdo a NOR multipla, entretanto, a heterogeneidade observada
dentro de um mesmo género, como Gymnotus, sugere que a composi¢cao do
grupo nao é moncofilética. Desta forma, ndo se pode afirmar qual o tipo de NOR
€ primitiva ou derivada, uma vez que uma espécie pode ter origem e
composicao divergente das outras espécies (MILHOMEM et al., 2013). A NOR
pode ser detectada diretamente com a hibridizagao 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 brago
curto de um par subtelocéntrico, correspondendo ao par 27. Em alguns casos
constatou-se um heteromorfismo do tamanho das NORs entre os dois
homologos (CENTOFANTE, 2003). A presenga de um par cromossOmico
submetacéntrico portador de cistrons ribossdmicos, na extremidade do braco
curto também foi observada (ANDRADE et al., 1998). Um terceiro cromossomo
€ ocasionalmente marcado na porg¢ao terminal do brago longo. Em Rhamdia
quelen, Garcia (2010) verificou Ag-NORs simples localizadas no brago curto do

par cromossdmico submetacéntrico.

Marcacgoes das regioes de Heterocromatina

O empacotamento do DNA em cromatina ndo s6 é decisivo para a
compactacao fisica do genoma dentro do nucleo, mas desempenha um
importante papel no acesso do DNA para regulagao transcricional, replicagédo e

reparo de eventuais danos. Diferentes graus de compactagéo sao observados
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no nucleo (GONZALEZ-SANDOVAL et al., 2013). A heterocromatina pode ser
constituida de DNA satélite, um DNA altamente repetitivo (HSU et al., 1975), e
€ densamente corada, possui a caracteristica de replicacdo tardia e
silenciamento génico (MEISTER et al., 2013 apud GONZALEZ-SANDOVAL et
al., 2013). 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 homologos (GUERRA, 1988).

A heterocromatina possui um papel importante naanalise da diversidade
cariotipica dos peixes. A macroestrutura cariotipica é relativamente constante,
mas existem variagdes ressaltadas nas diferentes espécies. A heterocromatina
também serve como um importante detector de polimorfismos, caracterizando
variagbes 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 centrébmero e/ou telémero, enquanto o outro grupo possui grande
numero 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 numero diploide, enquanto o segundo foi
observado em espécies com maior numero diploide. Artoni e Bertollo (2001)
sugerem haver uma relagdo entre o numero diploide e as heterocromatinas
contidas nos centrémeros e teldmeros. Isso pode demonstrar uma mudanga
interessante na heterocromatina paralela a fissdo céntrica, pois a quebra
cromossOmica gera instabilidade que proporciona o aumento de DNA repetitivo
e a expansao da heterocromatina.

As heterocromatinas localizam-se predominantemente nas regides
teloméricas e centroméricas, existindo também marcacdes intersticiais qua
apresentam polimorfismos. Os pequenos cromossomos apresentados pelo

grupo dos Siluriformes, assim como, a pouca quantidade de heterocromatina,
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que tornam as bandas palidas, dificultam a correta descricdo de
heterocromatina nesse grupo (GARCIA, 2005).

A ocorréncia de regides de heterocormatina ricas em GC adjacentes ou
espalhadas no meio das NORs é descrita em muitos organismos. Outras
regides de heterocromatinas ricas em GC nao associadas com as NORs foram
vistas em Neivamyrmex 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).

No género Pimelodus a distribuigdo da heterocromatina constitutiva
limita-se as regides teloméricas e centroméricas, podendo ou ndo conter uma
pequena banda intersticial. A heterocromatina esta mais presente as partes
terminais dos cromossomos de Pimelodus sp., enquanto em P. ortmani as
areas centroméricas sdo mais marcadas. Padrbes de heterocromatina
permitiram verificar, nesta espécie, uma marca espécie especifica, no braco
curto do par 16 (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.

Desta forma estudos da distribuicdo das heterocromatinas permitem,
muitas vezes, identificar padrées de evolugdo ocorridos no caridtipo da
especie.

Citogenética da familia Heptapteridae

O conhecimento citogenético dos peixes aumentou. Apesar disto, alguns
grupos sao pouco estudados ou s6 possuem dados superficiais. Um desses € o
das espécies da ordem Siluriformes, em que aproximadamente 15% das
espécies tem alguma analise citogenética. Os Siluriformes sdo uma ordem com
varias familias neotropicais, um grande numero de espécies que possuem
importancia econdmica (FENOCCHIO; BERTOLLO, 1992).

Estudos com os Pimelodidae mostram que muitas espécies apresentam
56 cromossomos, apesar do numero diploide variar de 46 a 63. Estes dados
predominam na maioria das espécies contidas nas subfamilias Sorubiminae e
Pimelodinae (FENOCCHIO; BERTOLLO, 1990, 1992; VALCARCEL et al.,
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1993; RAMIREZ-GIL et al., 1998; ABUMARCA; MARTINS-SANTOS, 2001;
SANCHEZ et al., 2000; STIVARI; MARTINS-SANTOS, 2004; SWARCA et al.,
2000, 2003; VASCONCELOS-MARTINS-SANTOS, 2000; MAISTRO et al,
2002; SWARCA et al., 2006). A posicao taxondémica da subfamilia Pimelodidae
€ muito confusa e cheia de controvérsias. Estudos de sistematica filogenética
modificaram a classificagcao dividindo a familia Pimelodidae em trés familias:
Pimelodidae, Heptapteridae e Pseudopimelodinae (PINNA, 1993 apud
GARCIA, 2005). A nova familia Heptapteridae possui aproximadamente 24
géneros, 190 especies e 52 provaveis novas especies
(http://silurus.acnatsci.org/ACSl/taxa/Families.html), sendo a terceira maior
familia em numero de espécies da ordem dos Siluriformes. A evolugao
cariotipica entre as duas subfamilias € mais divergente que uniforme.

A antiga familia Rhamdiidae possui uma grande diversidade cariotipica,
enquanto os Pimelodidae s&do mais constantes, amparando a decisao de elevar
a subfamilia os membros do género Rhamdia (SWARCA et al., 2000). Alguns
géneros da antiga familia Pimelodidae que incluem Pimodella, Rhamdia,
Imparfinis, Cetopsorhamdia e Rhamdella, foram agrupados na nova familia
Heptapteridae (Rhamdiidae), baseadas em caracteristicas morfolégicas e
genéticas (SWARCA et al., 2000).

Uma analise de dados de diferentes espécies das subfamilias
Pimelodidae e Hepteptaridae (Rhamdiidae) identifica que de um total de 300
espécies, apenas 33 foram caracterizadas citogeneticamente. Os cariétipos de
espécies de alguns géneros mostraram uma grande variabilidade quanto ao
numero cromossdmico (SWARCA et al. op cit.). Oliveira et al. (1988) propdem
que a extensiva variabilidade cariotipica entre as duas subfamilias sugere um
reajuste cromossémico responsavel pela especiagdo deste grupo. O principal
rearranjo cromossOmico responsavel pela redugdo do numero diploide em
Pimelodella parece ser a translocagdo robertsoniana (VASCONCELOS;
MARTINS-SANTOS, 2000). Entretanto, surgem rearranjos através de deleg¢des
como observado durante a diferenciagao do sistema sexual cromossémico em
Pimelodella sp (DIAS; FORESTI, 1993).

O género Pimelodella apresenta um numero diploide de 46 a 58
cromossomos (SILVA et al., 1996; VASCONCELOS; MARTINS-SANTOS,
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2000). Espécies como Pimelodella meeki (GARCIA et al., 2010), P. notomelas,
P. avanhandavae (VISSOTO et al., 1999), P. gracialis, P. boschmai (GARCIA
et al., 2010) e Pimelodella sp1. (VASCONCELOS; MARTINS-SANTOS, 2000)
possuem o menor numero diploide (2n=46) descrito para o género. Contudo,
espécies proximas a essas, como Pimodella sp2. (VASCONCELOS;
MARTINS-SANTOS, 2000), Pimelodella aff. avanhandavae (SWARCA et al.,
2003) e P. taenioptera (SOUZA-SHIBATTA et al., 2013) apresentam 2n= 52.
Pimelodella transitory, Pimelodella kronei (ALMEIDA-TOLEDO et al., 1992
apud VIDOTTO et al., 2004) e P. lateristriga (GARCIA et al., 2010) apresentam
2n=58. A NOR basal desse grupo € nos bragos curto de um cromossomo
submetacéntrico. Estudos recentes observaram cromossomos sexuais, sistema
XY, para P. boschmai e cromossomo B para Pimelodella sp. (GARCIA et al.,
2010).

Cetopsorhamdia possui apenas 8 espécies conhecidas, e trés estudadas
citogeneticamente, Cetopsorhamdia iheringi (VISSOTO et al., 1999,
FENOCCHIO et al., 2003), e Cetopsorhamdia sp. (FENOCCHIO et al., 2003),
todas possuindo 58 cromossomos. A NOR é simples e intersticial, entretanto o
cromossomo portador da NOR ¢é determinante para cada populagao.
Cetopsorhamdia iheringi do rio Capiva e Pardo (SP, Brasil) possui NOR em um
cromossomo submetacéntrico, enquanto a populacéo de do rio Marrecas (SP,
Brasil) e do estado de Minas Gerais a NOR estda em subtelocéntrico.
(FENOCCHIO et al., 2003).

O género Imparfinis €& um dos poucos géneros definidos
sistematicamente da familia Heptapteridae, com 20 espécies e uma espécie
nova. Entretanto, apenas seis espécies possuem o numero diploide descrito. A
primeira descricdo citogenética do género foi para 2n= 52 em Imparfins
piperatus (EIGENMANN; NORRIS, 1900 apud KANTEK et al., 2009) e a
espécie proxima Imparfins cf. piperatus com 2n=56 (VISSOTO et al., 2001). O
numero maximo relatado é de 58 cromossomos para Imparfins mirini
(VISSOTO et al.,, 1997 apud VISSOTTO et al., 2001), Imparfins piperatus
(VISSOTO et al., 2001) e Imparfins shubarti (KANTEK et al., 2009). O menor
numero diploide relatado é de 2n=42 em Imparfins hollandi (MARGARIDO;
MOREIRA-Filho, 2008). A diminuicdo do numero de cromossomo dentro do
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grupo e comparado com os demais géneros da familia, devido a sinapomorfia
do grupo (FENOCCHIO et al. 2003). Essa hipotese é reforgada pela localizagéo
da NOR nas espécies desse género, do par 1 para outros pares nas especies
como menor numero de cromossomos (KANTEK et al., 2009).

Rhamdella microcephala, coletadas em Minas Gerias (Brasil), € a unica
especie estudada do género Rhamdella, a qual possui 2n=56 cromossomos,
com 18 metacéntricos, 30 submetacéntricos e 8 subtelocéntrico/acrocéntrico. A
regido organizadora de Nucleo (NORs) foi identificada na posi¢ao intersticial do
braco longo do par submetacéntrico (FONSECA et al., 2003). Exemplares de
Heptapterus longicauda exibiram 52 cromossomos (VISSOTO et al., 1999) e
NOR multipla, tal qual, Heptapterus mustelinus que possui 2n=54. Espécies
pouco documentadas como Phenacorhamdia tenebrosa e Taunaya bifaciata,
ameacada de extingdo, possuem o0 numero basal de cromossomos para
familia, de 58 cromossomos.

Os estudos citogenéticos realizados nas espécies do género Rhamdia
mostram a complexidade desse género. Rhamdia hilarii foi descrita tendo
2n=58 a 2n=63 (FENOCCHIO; BERTOLLO, 1990, FENOCCHIO et al., 2000,
FENOCCHIO et al., 2003). As espécies Rhamdia sp. e Rhamdia laticauda
possuem 2n=58 (LE GRANDE, 1981), Rhamdia branneri foi descrita com
2n=58 a 62. Rhamdia quelen apresenta de 56 a 65 cromossomos
(GONZALES, 1994 apud JORGE; SANCHEZ, 2005; ABUCARMA; MARTINS-
SANTOS, 1996; JORGE; SEBASTIAN, 2005, GUILHERME, 2005, de CAMPO
JUNIOR, 2011). A grande variagdo de 2n=58 a 2n=65 cromossomos foi
descrita na populacdo de Rhamdia quelen do rio Uberabinha em Uberlandia-
MG (GUILHERME, 2005, De CAMPOS JUNIOR, 2011), sendo que sete
cromossomos mostravam-se bastante heterocromaticos quando tratados com a
técnica de banda C (GUILHERME, 2005). Os cromossomos dos peixes deste
género sao muito pequenos, sendo frequente a presenga de dois bracgos,
consequentemente o numero fundamental é alto, mais de 100.

A variagcdo no grupo € atribuida a presenca de cromossomos
supranumerarios. No entanto o numero diploide mais comum nesse género é
de 58. A variacdo do numero fundamental nestas espécies de 78 a 116.

Algumas dessas variagdes podem ocorrer devido a diferentes graus de
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condensagao cromossémica, levando a diferentes classificagcbes de acordo
com o autor. Outras razées podem ser rearranjos sofridos, como inversoes,
acarretando polimorfismos (SWARCA et al., 2000).

Cromossomos sexuais foram observados somente em Heptaperidae,
sendo que Pimelodella sp., os machos sdo heterogaméticos, com o sistema
XX/XY (DIAS; FORESTI, 1993) e a nova espécie estudada P. boschmai
GARCIA et al., 2010) e em Imparfinis mirini, aonde as fémeas sé&o
heterogaméticas, com o sistema ZZ/ZW (VISSOTTO et al., 1997 apud
SWARCA et al., 2003).

A NOR simples no brago curto é a caracteristica basal da familia
Heptapteridae, porém ha presenca de NOR intersticial Rhamdia (SILVA, 2007),
Imparfins, Taunaya e Phenacorhamdia tenebrosa (BORBA et al., 2012) e
terminal do brago longo foi observado (BORBA et al., 2012). A ocorréncia de
citétipos diferentes de NOR pode ser explicada por uma sucessao de eventos
como delecao e inversao, o que possibilita a manutencdo do numero diploide.
Os eventos deletérios forcaram o submetacéntrico para subtelocentrico e um
processo de inversdao mudou para posicao intersticial (SILVA, 2007), apds mais
um processo de inversao para posicao final (BORBA et al., 2012). A presenca
de NORs multiplas € um evento isolado do género Heptapterus, no brago curto,
e de Rhamdia sp. e R. branneri, sinonimia de R. quelen, no brago longo
(ABUCARMA; MARTINS-SANTOS, 2001) (Figura 1).

14



Imparfinis

m1 m 1
sm 14 sm 10
st18 228
1. mvirini I. piperatus 1. cf.schubart 1. schubart! I. hollandi I. cf. piperatus
{2n=58) (2n=58) (2n=58) (2n=58) (2n=42) (2n=58)
Pimelodella
sm 18
sm 15 sm 20 sm 21 sm 20
F: gracialis P. meeki P Iateristriga P boschmai P. meeki Pimelodella sp. P avanhandavae
(2n=48) (2n=48) {2n=58) (2n=46) (2n=48) (2n=48) (2n=48)
Rhamdia
sm18 sm 20 sm 23 sm 24 sm ? sm ? sm ?
st 27
R.quelen  R.quelen R. quelen R.quelen  R. quelen R. quelen R.quelen  R.quelen
(2n=58) {2n=58) (2n=58) (2n=58) (2n=58) (2n=58) (2n=58) (2n=58)
m2
sm 16 sm 14 sm 15
st 25
Y
F
Heptapterus longicauda Phernacorhamdia tenebrosa Taunaya bifasciata Cetopronhamdia iheringi
{2n=52) (2n=58) {2n=58) (2n=58)

Figura 1: Ideograma representativo das variabilidades de NOR em
Heptapteridae. Morfologia dos cromossomos: m metacéntrico; sm submetacéntrico; st

sutelocénctrico, a acrocéntrico. Fonte: Borba et al., 2012.
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Cromossomos B

O genoma dos eucariotos € altamente redundante, as sequéncias nao
codificadoras sdo abundantes e suas fungbes permanecem um mistério.
Pesquisas recentes mostram que esse DNA né&o codificante na verdade possui
um importante papel na regulagao génica (HOUBEN et al., 2013), para outros
pesquisadores o DNA nao codificador é responsavel por acumular mutagées no
material genético (GEMAYEL et al., 2012), esse tipo de DNA possui um papel
evolutivo, pois pode funcionar como reservatorio para criagdo de outras
moléculas funcionais (PENNISI, 2012).

Entre os DNAs nado codificantes, os cromossomos Bs s&o um dos
representantes mais interessantes. Esse material genético € um cromossomo
adicional, ndo pertencente ao lote normal da espécie, ou seja, o lote A, desse
modo recebe o nome de cromossomo B. A ocorréncia de cromossomos B foi
descrito nos trés reinos dos eucariotos: Fungi, Plantae e Animalia (HOUBEN et
al., 2013).

Os cromossomos B podem ser distinguidos do lote principal por néo
exibirem heranga mendeliana (BEUKEBOOM, 1994, JONES, 1995). Durante a
mitose, esses cromossomos possuem um comportamento diferente: Eles nao
se segregam normalmente, gerando uma variagdo inter e intra-individual
(BEUKEBOOM, 1994). A frequéncia observada desses cromossomos em
células meidticas ¢é alta, entretanto ndo ha pareamento durante a meiose.

Devido a sua composicdo por DNAs repetitivos e n&o codificantes
(CAMACHO, 2005), a maioria dos cromossomos B é heterocromatica (JONES;
REES, 1982). A origem dos cromossomos B é um mistério. Uma das possiveis
origens do cromossomo B €& o proprio lote A. Quebras e fusbes nos
cromossomos A em algumas espécies ou em resposta uma nova condigéo
genbmica apos a hibridizacao interespecifica poderiam originar o cromossomo
B. A comprovagdo da derivagdo do cromossomo B do lote principal, em
analises moleculares, mostrariam uma sequéncia similar e repetitiva com os
cromossomos do lote A. Porém, a técnica de microdissecagcao mostrou que as
sequéncias visualizadas em cromossomo B de Crepis capillaris estavam
presentes no lote A, mas nao foi possivel identificar de qual cromossomo esse

elemento se originou (CAMACHO et al., 2000). A falta de similaridade completa
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com apenas um cromossomo, sugere que a origem do cromossomo B é
multicromossomal ou/e apdés a separacdo do lote A esses cromossomos
seguiram sua prépria linha evolutiva (HOUBEN et al., 2013).

Duplicacdes, segregagdes nao balanceadas de pequenas translocagdes
e insergbes restringem a recombinagdo do cromossomo B com o seu
cromossomo de origem do lote A, pois ndo ha tantos parametros homologos. A
restricdo da recombinagao pode ser considerada o comeco da independéncia
evolutiva. Porém, devido aos seus multiplos rearranjos, os cromossomos B
podem realizar recombinagado com diferentes cromossomos do lote A (Figura 2)
(MARTIS et al., 2012).

Pesquisas realizadas em grupos diferentes, como centeio (MARTIS et
al., 2012) e canideos selvagem, mostraram as multiplas origens dos
cromossomos B. Além das copias obtidas dos cromossomos A, 0 cromossomo
B possuia sequéncias repetitivas e insercdes oriundas do DNA mitocondrial
(Figura 2) (BASHEVA et al., 2010). Essa grande capacidade de incorporar e
manter genes de diferentes origens torna o cromossomo B uma “esponja
gendmica” (MARTIS et al., 2012).

Analises recentes em dois géneros de centeio mostraram a presencga de
elementos méveis Gypsy e Copia nos cromossomo A e B, esses elementos
s&o ancestrais do retrotransposon Sabrina (SHIRASU et al., 2000), descrito em
outros géneros de gramineas (LEIGH et al., 2003, BENTO et al., 2010),
presentes em maior quantidade no lote A. O retroelemento Revolver, também é
derivado do Copia e possui 0 seu maior numero de sequéncias nos
cromossomos B (TOMITA et al., 2008). Sequéncias do peixe originario da
Europa, Alburnus alburnos, mostraram uma grande homologia com
retretransposon do peixe-arroz (Oryzias latipes) oriundo do sudoeste asiatico e
também em Drosophila (ZIEGLER et al., 2003).

Analises em heterocromatinas de cromossomo B com marcador de gene
ribossomal, 18S rDNA e sequéncia de elementos repetitivos, mostraram
semelhangas de H. obliquidens com outros ciclideos, Haplotaxodon microlepis
e O. niloticus (POLETTO et al., 2010), cujo os elementos s&o originarios de
Danio rerio. A presenga de retrotransposon foram descritas em diferentes
grupos, plantas (MARTIS et al., 2012), vespas (MCALLISTER, 1995,
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MCALLISTER; WERREN, 1997) e Characiformes (MESTRINER et al., 2000).
Esse fato sugere que esses retrotransposons que auxiliam na constituigdo do
cromossomo B ndo estdo presentes em apenas em uma espécie ou taxon

proximo, mas se encontram dispersos em cromossomos B de grupos distantes.

Evolugao independente do cromossomo B

|
|
|
I
|
|
|
| Cromossomo A
|
|
I
|
|
|
|

Duplicacdo parcial
e rearranjos dos
cromossomos A

|
|
|
I
|
|
|
|
|
|
i

Troca de sequencias acumulativas
e amplificacido: ganho do
3. cromossomo B

Cromossomo A

Figura 2: Modelo de ganho de sequéncias e evolugdo do cromossomo B. (1) Translocagéo entre
cromossomo devido da duplicagdo de fragmentos resultando em (2) falha no pareamento meidtico
A-B e formagéao do proto-B. (3) acumulagcdo do DNA da organela e fragmentos de DNA derivados
do cromossomo A, amplificagdo de sequéncias repetitivas especificas B, inativagdo dos genes

derivados do A, formac&do do cromossomo B. Fonte: Houben et al., 2013

Os cromossomos B possuem sequéncias dos transposon, € como
esses, podem ser considerados DNA egoistas. No entanto, os cromossomos B
possuem heranca autbnoma. Por essas caracteristicas eles sdo chamados de
cromossomos parasitas (MARTIS et al., 2012). Para o cromossomo B

permanecer na populacdo ele necessita manter seus mecanismos de
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acumulagdo de DNA repetitvo (MUNOZ-PAJARES et al., 2011). Essa
adaptacdo ao longo do processo evolutivo garante a continuidade do
cromossomo B, contudo o transforma em outro cromossomo. Camacho et al.
(2000) classifica o cromossomo B em 9 categorias (Tabela 1). Os
cromossomos B tendem a permanecer ou desaparecer da populagdo de
acordo com os possiveis efeitos no hospedeiro, grande rejeigdo, pequena
rejeicao ou efeitos imperceptiveis. Cromossomos com rapido desaparecimento
sdo considerados neutros (Categoria 5), esse tipo de cromossomo nao se
encontra em equilibrio, tendendo a desaparecer principalmente devido a deriva
genética (ALMEIDA et al.,, 2013). Entretanto, outra pesquisa mostra que
cromossomo B que se encontra em estagio neutro possui uma maior taxa de
transmissdo quando comparado com os demais (BLANCO et al., 2012).

Para algumas espécies, a origem estaria nos cromossomos sexuais
(CAMACHO et al.,, 2000, BURT; TRIVERS, 2006), pois os cromossomos
sexuais possuem uma maior flexibilidade para suportar um estado de
polimorfismo quando comparado com os cromossomos do lote principal
(HEWITT, 1973, HOUBEN et al., 2013).
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Tabela 1: Possiveis resultados da rejeigdo no genoma fithess do hospedeiro e

taxa de estabelecimento do cromossomo B.

Categoria Adaptacao Kg-0.5 Resultados Significancia
ao evolutiva
hospedeiro
1 - + Polimorfismo de B Parasitismo
- 0 B desaparece -

- - B desaparece -

0 + Polimorfismo de B? Parasitismo
atenuado
5 0 0 B desaparece Cromossomo B
neutro
0 - B desaparece -
+ + Polimorfismo de B? Mutualismo
8 + 0 Polimorfismo de B? Mutualismo
9 + - Polimorfismo de B Mutualismo

Kg = Indica a diferencga entre a taxa de heranga do cromossomo B (Kzg) e da heranga mendeliana (0,5)
+ indica acumulagao do cromossomo b e - indica a eliminagdo do cromossomo B
@ Acumulacdo infinita é impedida, pois individuos com nimeros elevados de cromossomos B possuem

fitness reduzido.

Fonte: CAMACHO et al., 2000 com adaptagoes.

A primeira observagédo de cromossomos B ocorreu em insetos (WILSON,
1907 apud CAMACHO et al., 2000), deste entdo foi descrito em besouros
(OLIVEIRA et al., 2012), gafanhotos (PERFECTTI et al., 2004, MUNOZ-
PAJARES et al., 2011), vespa (LOPEZ-LEON et al., 2008), drosdfilas (ZHOU et
al., 2012), entre outros. Diversas plantas possuem cromossomos B, tais como
pinheiro (HOUBEN et al., 2013) e milho, nesse o numero de cromossomos B
chega a 34, além do seu numero diploide 20 normal (CARLSON; ROSEMAN,
1992).
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Nos mamiferos ocorrem em todos os grupos, em humanos esta ligada a
patologias como o cancer (PEDEUTOUR et al., 1999), problemas cardiacos,
intelectuais e obesidade (HOCHSTENBACH et al.,, 2012). Sua detecgao é
utilizada para rejeitar embrides no processo da selegdo para fecundagéo in
vitro (BARTSCH et al., 2005, HUANG et al, 2012). Ha relato de 4
cromossomos B em ratos (HOUBEN et al., 2013). Raposas vermelhas chegam
a ter até 8 cromossomos B (BASHEVA et al., 2010).

Nos peixes, a presenca de cromossomos B tem sido frequentemente
observada. Cerca de 38 espécies neotropicais possuem esses Cromossomos
(OLIVEIRA et al. 2009). Em geral, peixes possuem uma variacdo de 1 a 8
cromossomos B (CAVALLARO et al., 2000). O primeiro relato de cromossomos
B em peixes neotropicais foi na espécie Prochilodus lineatus (PAULS,
BERTOLLO 1983 apud VOLTOLIN et al, 2010). Outros pesquisadores
descreveram na mesma espécie a presenca de cromossomos
heterocromaticos e com variagdes intra-individual, o numero de cromossomos
B, nesta espécie, variam de acordo com a populagédo estudada (CAVALLARO
et al. 2000, ARTONI et al., 2006; VOLTOLIN et al. 2009).

Ha uma grande variacdo de tamanho dos cromossomos B nos peixes.
Os macrocromossomos sao descritos para os géneros Alburnus (SCHMID et
al., 2006), Haplochromis (POLETTO et al., 2010) e Astyanax (MAISTRO et al.,
1992, SALVADOR; MOREIRA-FILHO, 1992, VICENTE et al., 1996, MOREIRA-
FILHO et al, 2001, FERRO et al., 2003, TORRES-MARIANO, MORELLI,
2008), porém também foram observadas a ocorréncia de microcromossomos
em Astyanax (SANTOS et al., 2013) e em Prochilodus sp. (VOLTOLIN et al .,
2013). Ja os cromossomos de tamanho médio sdo comuns em Rhamdia
(Fenocchio et al. 2000, CENTOFANTE, 2003, GARCIA, 2005, GUILHERME,
2005).

A ocorréncia de cromossomos B heterocromaticos nos peixes séo
descritas para Moenkhausia sanctaefilomenae (FORESTI et al. 1989),
Prochilodus (VOLTOLIN et al., 2010) e em Rhamdia (GUILHERME, 2005,
MORAES et al., 2009, GARCIA et al. 2010, MARTINEZ. et al., 2011), contudo
ha relatos de cromossomos B eucromaticos no mesmo género (ABUCARMA,;
MARTINS-SANTOS, 2001, MORAES et al. 2007, GARCIA et al. 2010).
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Estudos mostram que cromossomos B possuem replicagdo tardia em
Astyanax scabripinnis (MAISTRO et al., 1992). No paquiteno, os cromossomos
B permanecem n&o pareados ou pareados com eles mesmos, como
isocromossomos. Os cromossomos B de R. hilarii sdo sub/metacéntricos com
distribuicdo de heterocromatina nas regides dos telémeros, sua origem € da
divisao transversal do centromero do lote A (MAISTRO et al, 2002). Os padroes
encontrados por Stivari e Martins-Santos (2004) de heterocromantina e
morfologia dos cromossomos B em 3 espécies de Rhamdia confirmaram a
hipétese do cromossomo B ser um isocromossomo. A morfologia dos
cromossomos B pode estar ligada a sua taxa de transmissdo, os cromossomos
metacéntricos e submetacéntricos os mais herdaveis quando comparados com
os acrocéntricos (PENITENTE et al, 2013). Ja em Poecilia formosa, o
mecanismo de heranca € paterna (SCHARTL et al., 1995 apud LAMPERT;
SCHARTL, 2008). No entanto, as formas de herangas dos cromossomos B
ainda sdo muito discutidas.

Em geral, os cromossomos B s&o considerados dispensaveis ao
genoma, por isso estdo presentes em apenas alguns individuos da espécie e
sua presenca nao ocorre em todas as células. Entretanto, quando presentes
em grande numero, os cromossomos B possuem efeitos sobre o crescimento,
aumento no numero de quiasmas e reducao de fertilidade. Esses efeitos sédo
mais pronunciados quando os cromossomos B aparecem em numeros impares
(BEUKEBOOM, 1994).

Recentes estudos mostram que, em algumas espécies, o cromossomo B
possui um importante papel na determinagao do sexo, resisténcia a antibidticos
e patogenias (COLEMAN et al., 2009, YOSHIDA et al., 2011).

O recém-derivado cromossomo B de Drosophila albomicans afeta a
fertiidade dos individuos portadores, onde exemplares com variacdo de 1 a 2
cromossomos B produzem mais prole que individuos com nenhum ou mais de
dois cromossomos B. A ligacao estreita entre fertilidade e cromossomo B deve-
se ao fato desse cromossomo contribuir para a formagao do cromossomo Y em
Drosophila (CARVALHO et al., 2005, ZHOU et al.,, 2012). Em peixes,
especialmente ciclideos, os cromossomos B deram origem ao cromossomo

sexual W (YOSHIDA et al., 2011). A proximidade entre sexo e cromossomo B
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em peixes foi inicialmente descrita para Astyanax scabripinis (VICENTE et al.,
1996). Entretanto, a verdadeira conex&o ainda n&o foi descoberta, uma vez que
essa espécie ndo possui Cromossomos sexuais.

Em peixes neotropicais, apos os primeiros relatos, a ocorréncia de
cromossomos B foi ligada a poluicdo ou a grande construgcdo. Contudo,
excecgdes foram encontradas em Astyanax scabripinis que viviam em locais
preservados. Uma possibilidade para a presenca de cromossomos B nesta
populagdo € do rio estar passando por mudangas de temperatura e volume, o
que pode causar estresses para os peixes. De acordo com essa hipotese, os
cromossomos B sdo uma resposta do organismo ao estresse (CAMACHO et
al., 2000).

Biomonitoramento de ambientes aquaticos

O biomonitoramento ambiental consiste na observacido e comparacao
com parametros estabelecidos de um ou mais elementos quimicos ou
bioldgicos, de areas em risco ou degradadas. A funcdo do monitoramento
ambiental € de detectar pequenas alteragdes que possam resultar em impacto
para populacdo, fauna e flora local. Por meio desse acompanhamento é
possivel prever e evitar impactos futuros e suas consequéncias (VAN DER
OOST et al., 2003).

A expansao urbana e industrial afeta os diferentes ecossistemas, em
especial o aquatico, devido a relacdo de dependéncia das atividades
antropogénica pela agua. Para o desenvolvimento das atividades econémicas,
as vegetagdes originais sado suprimidas para dar lugar as industrias e a
atividade agropecuaria. O desmatamento causa elevada quantidade de
sedimentos que s&o levados para o leito dos corregos, culminando no
assoreamento e, reduzindo assim, a velocidade do fluxo e a qualidade da agua
dos mananciais (ANSA et al., 2011). A diminuigdo do fluxo significa a queda da
vazdo o que auxilia a aumentar os efeitos da poluicdo, pois diminui a
depuracédo natural dos efluentes das fontes contaminantes. Sendo assim, o
desmatamento das areas préximas ao ecossistema aquatico tem aumentado a
quantidade de poluentes acumulados, essa poluicdo residual deve ser

monitorada e constantemente avaliada a fim de manter a qualidade do solo, da
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agua e evitar modificagbes na estrutura populacional da fauna dos rios (ESIN et
al., 2010).

A relagao entre constante degradacao de rios e corregos da area urbana
e a distribuicdo de determinadas espécies foi observada em analises realizadas
no estado de Sao Paulo (Brasil). Verficou-se a associagdo de Trychomycterus
spp. e Astyanax paranae com 0 curso de agua menos poluido, enquanto que
Astyanax fasciatus, Astyanax bockmanni, Cyphocharax modestus, Hoplias
malabaricus e Hypostomus ancistroides ocorrem em areas proximas a regioes
urbanas e consequentemente mais poluidas (FURLAN et al., 2013).

Deste modo, embora os parametros fisico-quimicos realizados no
monitoramento da &agua determinem a composigdo e quantidade de
contaminantes, esses dados ndo podem ser usados diretamente para prever
riscos os quais a biota nativa esta sujeita. A inespecificidade ocorre, pois os
organismos vivos reagem aos poluentes de maneira integrada a outros fatores
ambientais, portanto, parametros biolégicos devem complementar as analises
quimicas, estabelecendo programas de biomonitoramento de riscos de
residuos (BURDON et al., 2013).

Bioindicadores sdo organismos que fornecem informagdes sobre a
condicdo ambiental, pela sua presenca, auséncia, comportamento e papel
ecoloégico. As alteragdes nos bioindicadores sao feitas por meio dos
biomarcadores. Os biomarcadores refletem uma resposta biologica frente as
agdes antropicas e podem ser divididos em: (1) biomarcadores de exposigéo,
visam detectar e medir substancias exdgenas; (2) biomarcadores de efeito,
acompanham as alteragdes bioquimicas, fisiolégicas ou outras alteragcbes em
células ou fluidos corporais e (3) biomarcadores de susceptibilidade, verificam
a habilidade de o organismo responder a mudangas frente a exposigao de
substancias toxicas, incluindo fatores de alteracdo genética (OMS, 1993).

A escolha correta de espécies que serao utilizadas no biomonitoramento
€ essencial. A ampla distribuicdo, caracteristicas alimentares, tolerancia a
ambientes poluidos e seu papel ecoldgico, devem ser observadas para escolha
das espécies. Um dos bioindicadores mais usados sao os invertebrados devido
a sua resisténcia aos contaminantes e numerosas quantidades. A sensibilidade

dos invertebrados a contaminacao dos sedimentos foi demonstrada in vivo e in
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vitro (ROMAN et al., 2007, ARCHAIMBAULT et al., 2010, JONES et al., 2012,
BURDON et al., 2013; MAGBANUA et al., 2013). Por desempenhar um papel
intermediario na cadeia trofica e possuir um importante papel ecolégico, os
peixes sdo organismos bastante usados no monitoramento.

Os membros da familia Cichlidae sao extensamente utilizados para a
detecgdo de contaminantes presentes na agua, principalmente os com efeito
mutagénico. A espécie Oreochromis niloticus € usada em varios paises (KAN
et al., 2012, OSMAN et al.,, 2012, FUZINATTO et al., 2013), uma vez que
possuem distribuicdo cosmopolita, grande resisténcia, e alimentagéo onivora,
(OMAR et al., 2012). A utilizagcdo de espécimes nativa como Australoheros
facetus (CRUPKIN et al., 2013) e outras familias como Characidae e
Poeciliidae, além de auxiliar a detectar efeitos nocivos da poluicdo, permitem
estudar as alteragdes ecoldgicas acarretadas pelo acumulo de biomassa e pela
presenca dos contaminantes, especialmente metais pesados (ALEXANDRE et
al., 2010).

Metais pesados

Os metais pesados possuem elevado numero atémico, sdo altamente
reativos e toxicos, mesmo em baixa concentragdo. Como nao podem ser
degradados, eles representam uma das principais ameacgas para a saude de
humanos e animais. Em condi¢cdes naturais a concentragdo de metais pesados
€ baixa, logo € possivel medir o grau de degradagdo ambiental por agdes
antropicas a partir dos niveis dos metais pesados encontrados na agua e
sedimentos (ZHANG et al., 2013). As causas de contaminagdo ambiental por
ion de metais pesados sao os dejetos de industrias, agropecuaria e lixo urbano
(LUO et al., 2012, RAI, 2012, SINHA et al., 2013). Os principais ions metalicos
sao: chumbo, cromo, zinco, manganés, mercurio, cadmio, cobre, niquel e
cobalto (HU et al., 2012).

Alguns metais pesados possuem fung¢des biolégicas em pequenas
quantidades, tais como, zinco, cobalto, manganés. Metais como mercurio,
chumbo, cadmio e cromo sao perigosos ao meio ambiente e a saude (AHMED
et al., 2012). Os ambientes aquaticos sao ecossistemas especialmente frageis,

0s metais pesados presentes nesse ecossistema sao transportados
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rapidamente para os sedimentos, que representam os maiores depositarios de
metais, retendo até 99% dos metais totais presentes no ambiente aquatico
(ODIETE, 1999). Ao mesmo tempo em que os sedimentos diminuem os
contaminantes circulantes na agua, eles podem liberar os metais em caso de
mudangas ambientais, resultando em uma segunda fonte de contaminacao
para o ecossistema (LIU et al., 2011). A acumulagao de zinco esta ligada com o
ferro e manganés. Em sedimentos ricos em Fe/Mn ha um aumento da
concentragéo de zinco por meios antropogénicos (LIU et al., 2011)

A contaminagédo nos sedimentos e da agua representa um risco para as
espécies de peixes. Os organismos aquaticos podem acumular metais
diretamente da 4&gua ou indiretamente pela ingestdo de alimentos
contaminados (HUNG et al., 2001). Nos peixes, o 6rgdo com a maxima
acumulacao de metais sao as branquias, pois elas ficam diretamente em
contato com a agua e promovem a circulagdo da mesma, ja os musculos
apresentam as menores quantidades de metais no organismo (SHUKLA et al.,
2007). Os habitos alimentares da ictiofauna influenciam no acumulo de metais,
especimes com alimentagcdo baseada em zooplancton e detritivos acumulam
mais metais quando comparadas com espécies onivoras e carnivoras, logo a
bioacumulagao diminui ao longo do nivel tréfico (WEBER et al., 2013).

Os metais representam uma classe particular de agentes mutagénicos,
pois possuem diferentes alvos na célula. Os efeitos genotéxicos dados aos
metais sdo em consequéncia da relativa afinidade com sitios especificos
celulares. A genotoxidade pode ser definida como mudangas no material
genético da biota pelo poluente indutor. A exposicdo do organismo a
componentes genotoxicos induz a uma cascata de eventos (SHUGART et al.,
1992 apud VAN DER OOST et al., 2003). As alteragbes podem causar
mudancas na estrutura do DNA e, consequentemente, no processamento e
expressao génica. (SHUGART et al., 1992 apud VAN DER OOST et al., 2003).
A mutacdo de DNA, direta ou indireta, inibigdo de reparos no DNA ou da
formacao do fuso mitético e indugdo de morte celular dependem do perfil
genotéxicos de cada metal (MATEUCA et al., 2006).

O ion zinco em altas quantidades pode ser absorvido por plantas
(SABALE et al.,, 2012, USMAN et al.,, 2013), animais (LUSHCHAK, 2011,
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OMAR et al., 2012) e humanos (PLUM et al., 2010, ZHANG et al., 2013),
possuindo um efeito tdoxico com a acumulacéo. O zinco possui a capacidade de
interagir com o grupo —SH das proteinas do citoesqueleto, entre elas, a
tubulina. Essa interagdo impede o correto funcionamento dos microtubulos e,
consequentemente, ha perdas cromossdémicas (KIRSCH-VOLDERS et al.,
2002).

O cromo possui uma forte ligagdo com as estruturas cristalinas de
sedimentos (LIU et al., 2011). A presencga de cromo (lll) no organismo diminui a
permeabilidade da membrana plasmatica e produz danos genéticos gerando
instabilidade. J& o cromo (VI) dentro da célula leva a lesbes no DNA que
incluem quebras, mudangas nas ligagdes de proteinas com DNA, oxidagao de
bases e formacdo de sitios sem bases nitrogenadas. Esses danos podem
acarretar em uma replicagao e transcricdo mal sucedida, o que leva aos erros
no ciclo celular (THOMPSON et al., 2011, ZHITKOVICH, 2011, LAY; LEVINA,
2012, CHENG et al.,, 2013). Para detectar os varios riscos da poluicdo
ambiental, testes de genotoxidade devem ser realizados. Um excelente

instrumento para determinar o efeito genotdxico € o teste de micronucleo.

Micronucleo

Os micronucleos sdo pequenos corpos nucleares que correspondem a
fragmentacdo de cromossomos, ou mesmo um cromossomo inteiro, que fora
deixado para tras na anafase durante a divisdo celular (FENECH, 1985 apud
MATEUCA et al., 2006).

A fragmentagcdo cromossOmica € resultado da quebra da dupla fita de
DNA. Rearranjos causados pela falta de reparo na quebra de dois
cromossomos podem levar a formagdo de cromossomos dicéntricos e
fragmentos acéntricos. Os cromossomos dicéntricos sdo puxados para polos
opostos das células na anafase, resultando na formagdo de uma ponte
nucleoplasmatica entre os dois nucleos. Ja o fragmento acéntrico dara origem
ao micronucleo (THOMAS et al., 2003).

A formagado de micronucleos por meio de cromossomos inteiros ocorre
devido a problemas na segregacao por falhas nos microtubulos, cinetocéros,

rupturas de cromossomos, falhas na regulagao do ciclo celular (ALBERTINI et
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al., 2000), ou até mesmo hipoacetilacdo de histonas do DNA centromérico. O
destino do micronucleo apds sua formacgéo ainda ndo é conhecido (FENECH
et al., 2005).

Uma das principais causas de formacado de micronucleos é a presenca
de metais pesados e hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (FENG et al.,
2012, GJELTEMA et al., 2012). Os danos que resultam em micronucleos séo
irreversiveis e podem atingir as células germinativas, dessa forma, os danos
sao sentidos na geragao seguinte. Os micronucleos podem ser utilizados como
biomarcadores (OBIAKOR et al., 2012)..

O teste de micronucleos em eritrocitos de peixes € uma importante
ferramenta para indicar a agdo de agentes genotdxicos presentes na agua
(KUMAR et al., 2013), devido ao seu baixo custo e facilidade de execugao. Os
peixes respondem rapidamente a mudangas de concentragdes de poluentes na
agua (EL- SHEHAWI et al., 2007), além de possuir um metabolismo parecido
com os outros vertebrados e de armazenar os poluentes presentes na agua
(KUMAR et al., 2013). O monitoramento por meio do teste de micronucleo pode
ser realizado no campo ou no laboratorio (OBIAKOR et al., 2012).

Em peixes, o teste de micronucleos pode ser realizado em eritrocitos de
rins ou branquias ou circulantes, as frequéncias de micronucleos nao se
mostram diferentes de acordo com a origem do eritrécito (PALHARES;
GRISOLIA, 2002). Contudo, alguns autores afirmam que sangue periférico é
mais sensivel aos contaminantes da agua e apresentam maior frequéncia de
micronucleos (FAGR et al., 2008). Uma possivel explicacdo que o poluente faz
0 seu primeiro contato com o interior do organismo por meio das branquias, s6
depois ocorre a deposi¢cao do poluente nos 6rgaos, deste modo, mesmo com a
retirada dos poluentes do meio, os Orgdos continuariam apresentando
micronucleos (SHUKLA et al.,, 2007). Sendo assim, em um ambiente
contaminado por um longo periodo nao haveria diferenga na frequéncia de
micronucleos de acordo com sua origem.

Em testes de micronucleos do peixe B. barbus n&o foi possivel
reproduzir os resultados genotdxicos dos sedimentos obtidos in vivo no teste in
vitro em diferentes pontos analisados (BOETTCHER et al., 2010). Resultados

com testes de Salmonela e micronuicleos com células de ovarios de Hamster
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(CHO-K1) ndo mostraram correspondéncia entre teores de metais contidos nos
sedimentos e as atividades genotoxicos esperadas (RIGAUD et al., 2012).
Pesquisa realizada com linguado (Solea senegalensis) demonstrou que
bioensaios em laboratorio e experimentos no campo para a avaliagao do risco
de contaminacdo dos sedimentos podem produzir diferentes perfis de
genotoxicidade. Embora ambos fornegam resultados que estejam de acordo
com os niveis de contaminagao de sedimentos, os ensaios de campo fornecem
dados mais relevantes devido as multiplas variabilidades ambientais (COSTA
etal., 2011).

A técnica de micronucleo pode ser uma importante ferramenta para
detectar a genotoxidade do cromo. As ocorréncias de elevados indices de
cromo correspondem aos locais com alteragdes significativas de micronucleo.
Exemplares de peixes sdo usados para detectar os efeitos do cromo na
natureza (MATSUMOTO et al., 2006). Em analises de eritrociticos de
Pimephales promelas expostos ao cromo, apenas apos 14 dias de exposicéo,
foi detectado micronucleos (LEMOS et al.,, 2007), mostrando a sensibilidade
dessa técnica e sua importancia no monitoramento ambiental.

Matsumoto et al.(2006) verificaram com auxilio da técnica de
micronucleo e Ensaio Cometa a genotoxidade do cromo presente no Cérrego
do Bagre no municipio de Franca, Brasil, em espécimes de Oreochromis
niloticus. Em analises de amostras de agua dentro dos padrdes aceitaveis de
metais pesados € possivel verificar o aumento de micronucleos. Humanos
expostos a componentes genotoxicos in vitro e in vivo mostram que mesmo
doses mais baixas de contaminantes podem ser consideradas téxicas
(GRAILLOT et al., 2012). A eficiéncia, baixo custo, facilidade de execugéo e
analise sao caracteristicas que fazem do teste do micronucleo uma importante

ferramenta na determinacéo da qualidade de agua.
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Capitulo Il

Resumo

O Rhamdia quelen, popularmente conhecido como bagre ou jundia, tem ampla
distribuicdo do México até a Argentina. R. quelen possui um importante papel
na aquicultura brasileira, sendo um dos peixes mais cultivados devido a
aceitagdo do mercado consumidor. O presente trabalho teve como objetivos
analisar as frequéncias de cromossomos Bs e caracterizar as regioes
organizadoras de Nucléolos (NORs) de R. quelen de cinco populagdes da
regidao do Tridngulo Mineiro (MG), Brasil. Nas analises citogenéticas foram
observados cromossomos Bs em ambos os sexos. As populagdes do corrego
do Bebedouro, rios das Pedras e Tejuco apresentaram de 0-2 cromossomos
Bs. Na populagao do rio Araguari foi observada a ocorréncia 0-4. Ja no rio
Uberabinha, todas as metafases analisadas apresentaram cromossomos Bs,
sendo a variacao total encontrada foi de 1-3 cromossomos Bs. A populagao do
Uberabinha apresentou NOR multiplas, no brago longo de um cromossomo
submetacéntrico, ao contrario das demais que tiveram marcagao em apenas
um par. A populagdo do rio Tejuco teve marcagdo de NOR intersticial. As
metafases do rio Uberabinha submetidas ao tratamento de banda C mostraram
pequenos blocos heterocromaticos nas regides teloméricas e periteloméricas.
Os resultados obtidos sao diferentes dos descritos para a espécie em outras
regides do pais, este resultado mostra a necessidade de uma revisdo
taxondémica.

Palavras-chaves: Rhamdia, cromossomo B, NOR, citogenética, Siluriformes.

Abstract

Rhamdia quelen, commonly known as catfish, has a broad distribution from
south Mexico to Argentina. R. quelem has an important role in Brazilian
aquaculture, been one of the most farmed species, mainly because of the great
acceptance of the consumer market. This present study focused to analyze the
frequency of B chromosomes and characterize nucleolus organizer region
(NOR) in five populations of Rhamdia quelen from Triangulo Mineiro, Brazil. In
cytogenetic analysis, B chromosomes were found in both genders. The
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populations from Bebedouro, Pedras and Tejuco river presented 0-2 B
chromosomes; the specimens from Araguari river 0-4 B chromosomes;
however, in Uberabinha river, all metaphase analyzed had B chromosome, with
variation of 1-3. The Uberabinha population showed multiple Ag-NORs in the
long arms of the sub metacentric chromosomes, whilst in Tijuco’s population,
the NOR is located on the interstitial region of the sub metacentric pair. The C
band pattern showed small heterochromatic blocks in the centromeric and
telomeric regions in Uberabinha. Our data demonstrate new crucial results that
suggest taxonomic revision.

Keywords: Rhamdia, cytogenetic, B chromosome, Heptapteridae, NOR.

Introdugéo

Os cromossomos B sdao moléculas de DNA inertes que nédo exibem um
padrao de heranga mendeliana e nao pertencem ao lote normal de
cromossomos (cromossomos A) (Huouben et al. 2013). Esses cromossomos
ocorrem com uma variagdo numérica inter e intra-individual e ndo pareiam
durante a meiose. Apesar de ndo possuirem efeito morfoldégico evidente no
fendtipo (Zhang & Arai 2003), alguns autores afirmam que os cromossomos B
atuam sobre a fertilidade, crescimento do animal e aumento dos quiasmas,
principalmente quando esses aparecem em numeros impares (Beukeboom,
1994).

A ocorréncia de cromossomos Bs € comum em varios grupos de seres
vivos (Fenocchio & Bertollo 1990). Tais cromossomos foram descritos em
fungos, plantas e em mais de 500 animais (Camacho 2005). O cromossomo B
pode ser um traco individual variando na populacdo. Caso isso ocorra sua
presenca € esporadica. Em alguns casos, esses cromossomos tornaram-se
comuns em algumas espécies, se fixaram no genoma e foram passados
através das geragoes (Venere et al. 1999).

Nos peixes neotropicais, os cromossomos B foram descritos em 38
espécies (Oliveira et al. 2009). A primeira descricdo 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
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variagbes numeéricas inter e intra-individual. Outros casos foram relatados em
peixes neotropicais tais como Prochilodus lineatus (Artoni et al. 2006, Voltolin
et al. 2013), Iheringichthys labrosus (Carvalho & Dias 2005), Astyanax
eigenmanniorum (Torres-Mariano & Morelli 2008) e no género Rhamdia
(Fenocchio & Bertollo 1990, Garcia 2003, Garcia 2005, Guilherme 2005, Garcia
et al. 2010).

Apesar da maioria dos cromossomos B ndo afetarem os organismos a
quem pertencem, nem todos permanecem totalmente inertes, alguns talvez
apresentem atividade transcricional. Em peixes ha registros em que os
cromossomos B podem possuir papel na determinacado sexual nas fémeas em
algumas espécies de ciclideos (Yoshida et al. 2011).

Na ordem dos Siluriformes, o cromossomo B foi descrito em dois
géneros: Bergiaria (Dias & Foresti 1993) e lheringichthys (Silva et al. 1996,
Swarca et al. 2000, Ribeiro et al. 2008), ambos pertencentes a familia
Pimelodidae. Na subfamilia Rhamdiidae, o cromossomo B foi observado em
espécies de Pimelodella (Almeida-Toledo et al. 1992 apud Swarga et al. 2000,
Garcia & Almeida-Toledo 2010) e em quase todas as espécies estudadas do
género Rhamdia (Swarga, et al. 2000, Abucarma & Martins-Santos 2001,
Vissoto et al. 2001, Maistro et al. 2002, Fenocchio 2003, Borba et al. 2012).

Dentro do género Rhamdia, a espécie Rhamdia quelen possui uma
distribuicdo do sul do México a Argentina (Gomes et al. 2000). No Brasil, os
exemplares podem ser encontrados nas bacias do Parana, Paraguai, além do
Sao Francisco e Amazonas (Agostinho et al. 2007). Essa espécie é
considerada bentbnica, sendo a terceira maior produzida por aquicultura e a
segunda maior criada de forma artesanal (Gomes et al. 2000). Apesar da sua
importancia na aquicultura brasileira, ainda ha contradigdo quanto ao numero
de cromossomos B presentes.

O presente trabalho teve como objetivo analisar a ocorréncia de
cromossomos B em cinco populagcbes de Rhamdia quelen presentes no
Tridngulo Mineiro, contribuintes da formagao da Bacia do Parana, observar sua
frequéncia em ambos os sexos e estabelecer as diferencas populacionais

baseadas na incidéncia do cromossomo B.
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Material e Métodos

Os animais foram coletados em 5 diferentes locais (Figura 1) segundo a
distribuicdo: 5 fémeas, 4 machos e 2 com sexo indefinido de Rhamdia quelen
provenientes do Coérrego Bebedouro (18°45'44”S, 048°17°24”W), 7 individuos,
2 machos, 3 fémea e 4 com sexo indefinido, no rio Uberabinha (18°55'55”S,
048°17'28"W), 6 exemplares do sexo feminino, 5 machos do rio Araguari
(18°46’17”’S, 048°14°40”"W), 7 fémeas, 12 machos e 5 com sexo indefinido do
rio das Pedras (18°53’31”S, 048°26’09”), da microrregidao do Triangulo Mineiro
e 20 espécimes, 11 macho, 5 fémeas e 4 com sexo indefinido, do rio Tejuco
(19°03°26”’S, 048°35’'37”W) municipio de Prata-MG.

As metéafases foram estimuladas com cloreto de cobalto segundo técnica
descrita por Cucchi e Baruffaldi (1990), 18 horas antes da preparacdo do
animal. Os cromossomos mitéticos foram obtidos a partir de células do rim
anterior e posterior, por preparagédo direta (Bertollo et al. 1978). As Regides
Organizadoras de Nucléolos foram marcadas através da técnica de
impregnagao com nitrato de Prata descrita por Howell e Black (1980) com
modificagdes. As regides de heterocromatinas foram detectadas conforme
Summer (1972). O presente trabalho foi aprovado pelo comité de ética de uso
de animais da UFU (CEUA-UFU). Os animais foram sacrificados de acordo

com a norma estabelecida (Resolugcado N° 1000, de maio de 2012).
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Figura 1: Mapa da hidrografia do Triangulo Mineiro. 1) rio das Pedras; 2) rio

Araguari; 3) rio Uberabinha; 4) cérrego do Bebedouro e 5) rio Tejuco. Fonte:
Google Mapas.

Resultados

Os estudos citogenéticos de Rhamdia quelen demonstraram um numero
diploide de 58 cromossomos para todos os pontos estudados, com diferencas
na formula cariotipica devido a condensagao cromossdmica. Os cromossomos
B foram observados em ambos os sexos (Tabela 1). Foram visualizados de 0-2
cromossomos B em trés pontos (cérrego do Bebedouro, rio das Pedras e
Tejuco). No rio Tejuco apenas um animal, dentre os 14 analisados, apresentou
células com a e 2 cromossomos B. No rio Araguari, os espécimes
apresentaram uma variagao de 0-5 cromossomos B e apenas os espécimes
coletados no rio Uberabinha apresentaram de 1-3 cromossomos B (Tabela 2).
Os cromossomos B encontrados em nas populagdes do Tejuco, Araguari,

Bebedouro e das Pedras possuiam um tamanho pequeno em relagdo aos
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outros cromossomos do complemento. Entretanto, os cromossomos B da
populacdo do Uberabinha possui tamanho variavel.

A maioria dos exemplares de todos os locais coletados apresentaram
Ag-NOR simples com heteromorfismo de tamanho. No entanto, apenas dois
exemplares coletados na populagéao do rio Uberabinha apresentaram Ag-NOR
multiplas. Todos os espécimes coletados no rio Uberabinha que apresentaram
o0 mesmo padrao de Ag-NOR simples apresentaram marcagdes localizadas em
um par de cromossomos subtelocéntrico/acrocéntrico, na regiao terminal do
braco curto. Ja os espécimes portadores de NORs multiplas tiveram as
marcagodes localizadas nos bragos longos de cromossomos submetacéntricos
(Figura 2 e 3).

As metafases, de tudas as populagbes estudadas, submetidas ao
tratamento de banda C mostraram pequenos blocos heterocromaticos nas

regides pericentroméricas e telomeéricas de alguns cromossomos (Figura 2 e 3).

Tabela 1: Frequéncia Absoluta e Frequéncia Relativa de individuos com

presenca de Cromossomos B, em relagéo ao sexo.

Macho Fémea
Bs f; Sri f; Sri
0 10 0.294118 4 0.153846
1 10 0.294118 8  0.307692
2 13 0.382353 11 0.423077
3 1 0.029412 1 0.038462
4 0 0 1 0.038462
5 0 0 1 0.038462
Total 34 26

Nota: fi: Frequéncia absoluta; ﬁi: Frequéncia relativa.
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Tabela 2: Frequéncia Absoluta e Frequéncia Relativa de células com a
presenca de Cromossomos B, em relacdo aos 5 pontos de coleta das amostras

de Rhamdia quelen.

Bs Corrego do Rio das Pedras Rio Araguari Rio Rio Tejuco
Bebedouro Uberabinha
fi Jri fi Jri fi Jri fi Jri fi Jri
0 | 127 1 61,35% | 126 | 60,86% | 6 | 31,57% | O 0 1951°94,20%
1 30 14,49% 48 23,18% 7 36,84% | 15 15,79% 10 4,83%
2 50 24,15% 33 15,94% 4 21,05% | 51 53,68%, 2 0,97%
3 0 0 0 0 0 0 29 30,53% 0 0
4 0 0 0 0 1 5,26% 0 0 0 0
5 0 0 0 0 1 5,26% 0 0 0 0
Total | 207 207 19 95 207

Nota: fi: Frequéncia absoluta de células com B; ﬁi: Frequéncia relativa de células com B.
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Figura 2: Metafases da populagéo do rio Uberabinha. a) Metafase submetida
ao tratamento de Banda C, com setas evidenciando as regides de
heterocromatina constitutiva. b) Metafase submetida ao tratamento de nitrato
de Prata, com setas evidenciando as regides de heterocromatina com afinidade
com a Prata. Setas vermelhas indicam o cromossomo B. Setas azuis indicam
as NORs.
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Figura 3: Diferentes padrbes observados de regides organizadoras de

Nucléolos (NOR) nos espécimes avaliados nos diferentes pontos de coleta.
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Discussao

O numero diploide de 58 foi relatado em todas as espécies do género
Rhamdia, bem como, a presenca de cromossomos condensados e de pequeno
tamanho, caracteristico dessa espécie (Maistro et al. 2002, Fenocchio et al.
2003). Essa caracteristica também foi observada nos cromossomos B, os quais
se mostraram pequenos e extremamente condensados (Figura 2). Os
cromossomos B dos espécimes do rio Uberabinha sdo eucromaticos quando
tratados com a técnica de banda C. A ocorréncia de cromossomos B
eucromaticos em R. quelen foi descrita por Moraes (2007) e Garcia et al.
(2010).

Em estudos de populagbes de R. quelen encontradas em Londrina
(PR) e Sao Paulo (SP), foram encontrados cromossomos B totalmente
heterocromaticos, sendo que apenas a populacdo de Santa Catarina
apresentou cromossomos B parcialmente heterocromaticos (Moraes et al.
2009). Estudos realizados com popula¢des do Rio de Janeiro, Sdo Paulo e
Parana demonstraram uma ligagao entre o tamanho do cromossomo B e o tipo
de heterocromatina. Quando possuiam tamanho mediano, esses cromossomos
apresentaram-se parcialmente heterocromaticos, com heterocromatina nas
regides terminais e esse padrdo também pode ser compartilhado com alguns
cromossomos B pequenos. No entanto, os cromossomos B totalmente
heterocromaticos ou eucromaticos sempre sao Cromossomos pequenos
(Garcia et al. 2010), conforme observado no presente estudo.

As espécies de Rhamdia quelen apresentam uma variagao
interpopulacional de cromossomos B metacéntricos médios (Valcarcel et al.
1998, Abucarma & Martins-Santos 2001, Maistro et al. 2002) e pequenos
(Moraes et al. 2009) . Os cromossomos B visualizados no presente trabalho
sdo metacéntricos pequenos (Figura 2). A ocorréncia de cromossomos B
pequenos foi descrita em outras espécies de Siluriformes, tais como,
Parauchenipterus galeatus (Lui et al. 2009), Bergiaria westermanni (Dias &
Foresti 1993). A ocorréncia de cromossomos B grandes €& mais rara em
Siluriformes e foi descrita em Microlepidogaster leucofrenatus (Andreta et al.
1993), Callichthys callichthys (Almdeida et al. 2013) e em R. quelen apenas
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uma populacdo de Sao Paulo apresentou uma variagdo de médio a grande
(Stivari & Martins-Santos 2004). Nos siluriformes, a presenga de
microcromossomos B é mais comum, ha relatos em lheringichthy labrosus
(Dias & Foresti 1990, Garcia 1990, Vissoto 1995, Silva 1996), Pimodella kronei
(Almeida-Toledo et al. 1992), Harttia longipinna (Blanco et al. 2012),
Rineloricaria pentamaculata (Porto et al. 2010), alguns exemplares de
Parauchenipterus galeatus (Lui et al. 2009).

No presente estudo, apesar dos exemplares machos apresentarem uma
porcentagem maior de individuos sem a presenca de cromossomos B (29,41%)
quando comparados com as fémeas (15,38%), ndo houve relagéo significativa
entre o sexo dos individuos e a frequéncia de cromossomos B (Tabela 1). Este
fato exclui a possibilidade dos cromossomos B estarem ligados ao sexo na
espeécie de R. quelen, corroborando com dados observados em outras
populagdes desta espécie (Silva 2007, Garcia et al. 2010). As diferengas nas
frequéncias de cromossomos B foram observadas em outras espécies, como
em Chilomycterus spinosus, na qual apenas 0os machos da espécie possuem
esse tipo de cromossomo, e em Sphoeroides spengleri, na qual a ocorréncia é
mais frequente em fémeas (Notelo et al. 2012). Ja na espécie Harttia longipinna
os machos apresentam uma maior frequéncia de cromossomos B em
comparagao com as fémeas (Blanco et al. 2012).

A presenca de cromossomos B em todas as populagdes de R. quelen
analisadas no presente trabalho é compativel com os dados da literatura, pois
a maioria das espécies estudadas do género Rhamdia apresentaram
cromossomos B (Swarga et al. 2000, Abucarma & Martins-Santos 2001,
Maistro et al. 2002, Tsuda et al. 2010, Martinez et al. 2011). A baixa ocorréncia
de cromossomos B, como observado na populagdo do rio Tejuco (5,80%) é
rara em Rhamdia quelen. Em uma analise realizada em animais do estado de
Santa Catarina, metade dos espécimes coletados ndo apresentou cromossomo
B. Entretanto, no rio Taquari, um dos afluentes da Bacia do Paraguai, apenas 1
individuo nao apresentou cromossomos B. Estudos realizados na Argentina
mostraram amplas variagdes quanto ao numero de cromossomos B, como a
observada no presente trabalho. Nos espécimes analisados na cidade de

Corrientes nenhum cromossomo B foi encontrado por Fenocchio et al (2003),
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entretanto, na anadlise de espécimes de outros pontos da Argentina, foram
detectados uma variacdo de 0 a 2 cromossomos B (Valcarel et al. 1993). No
Brasil a completa auséncia de cromossomos B em R. quelen foi detectada na
populagao do Parana (Stivari & Martins- Santos, 2004).

A frequéncia de um cromossomo B foi de 25.73% e a de dois
cromossomos B foi de 13.45% para populagdes da Bacia do Paraguai. Esse
resultado € similar ao encontrado em populacido isolada, onde a frequéncia
observada de 1 cromossomo B é de 23.8% e 2 B de 11.11% (Moraes et al.
2009. Tais dados sao similares ao da populagao do rio das Pedras no presente
estudo. Nas populagdes analisadas, a ocorréncia de 1 cromossomo B foi maior
do que 2 B nos rios Araguari, Tejuco, das Pedras (Tabela 2), corroborando com
trabalhos realizados no estado do Parana e Sao Paulo (Moraes et al. 2009).
Esses resultados, porém, sao diferentes dos obtidos para as populagdes mais
proximas, do corrego do Bebedouro e Uberabinha, onde houve uma maior
frequéncia de 2 B em relagédo a 1B.

Na populacao do rio Uberabinha analisada no presente estudo todos os
animais analisados possuiam cromossomos B. A ocorréncia de B em 100%
dos individuos foi descrita em Pimelodus ortmani e esta alta incidéncia pode
ser uma prova que esse cromossomo B é altamente conservado e deve possuir
uma importancia na caracteristica evolutiva cariotipica (Swarga et al. 2000).
Entretanto, em andlises realizadas por outro autor em pontos diferentes do
mesmo rio foi encontrada maior incidéncia de nenhum cromossomo B e a
auséncia de 2 cromossomos B para R. quelen (De Campos Junior 2011). Esse
resultado diverge do observado por Guilherme (2005) que descreveu a
ocorréncia de 2 e 4Bs e dos dados da populagao do rio Uberabinha descrita no
presente trabalho, onde a incidéncia de 2 cromossomos B foi maior que 1B e
nenhum animal apresentou auséncia de cromossomos B.

Em outros estudos no rio Uberabinha, observou-se em uma das
populagdes coletadas a ocorréncia de 65% dos espécimes com cromossomos
B (De Campos Junior 2011). No mesmo trabalho, exemplares oriundos ha
aproximadamente 5 Km do local do presente estudo, apresentaram uma
incidéncia de 26,09% de 3B e esse resultado aproxima-se do encontrado no

presente trabalho para o mesmo rio. A ocorréncia de 0-3 cromossomos B é
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relatada em populagcdes de Mato Grosso (Moraes et al. 2007) e Sdo Paulo
(Vissoto et al. 2001).

Os espécimes do rio Uberabinha apresentaram uma grande ocorréncia
de cromossomos B e € o unico local do mundo onde ha relatos de 0 a 7
cromossomos B na espécie de R. quelen (De Campos Junior 2011, Guilherme
2007). Esta divergéncia encontrada, no presente trabalho, em relagdo aos
dados publicados anteriormente (Stivari & Martins- Santos, 2004, Moraes et al.
2009, Garcia et al., 2010, Borba et al., 2012), quanto ao numero de
cromossomos B, pode ser explicada pela dificil classificacdo da espécie, uma
vez que a ocorréncia de 5 cromossomos B s6 havia sido descrita no estado de
Sao Paulo-Brasil em coletas realizadas de espécies sinonimia, R. hilarii.

Os exemplares com maior numero de cromossomos B eram
encontrados nas espécies hoje “inexistentes”, R. hilarii e R. branneri (Tabela 3).
Apos o agrupamento de R. hilarii, R. sapo e R. branneri com o R. quelen
houve o aumento de relatos de cromossomos B nessa espécie. Foram
descritos 4 B para populagbes do sudoeste e sul do pais (Stivari & Martins-
Santos 2004, presente trabalho) e 5 B em populagdes de Minas e da parte sul
dos rios Mogi-Guagu e Pardo (SP) (Garcia et al 2010, De Campo Junior, 2011).
Estudos com Rhamdia sp. também revelaram a presenca de 0-4 B (Garcia et
al., 2003), como o encontrado em um espécime analisado no rio Araguari, no
qual apresentou 0-5 cromossomos B. O aumento de descrigdo de
cromossomos B apos a reclassificacdo das espécies pode ser uma prova que
R. quelen é na verdade um conjunto de espécies.

Essa hipotese ¢é reforcada pelos diferentes padroes Regides
Organizadora de Nucléolos (NOR) encontrados no presente trabalho. As
analises de NOR na populagdo do rio Uberabinha revelaram Ag-NOR simples
em pares cromossdmicos subtelocéntrico/acrocéntricos, na regido terminal do
braco curto e essa posicao de NOR é semelhantes as demais populagdes.
Entretanto, determinados exemplares do rio Uberabinha apresentaram NORs
multiplas com marcagdes no brago longo (Figura 3). A NOR no braco curto de
um par de cromossomos subtelo/acrocéntricos é conservada no género
Rhamdia e foi descrita para Rhamdia voulezi (Margarido, Roman 2000) e

Rhamdia branneri (Roman et al. 2002), ambas espécies sinonimias de
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Rhamdia quelen. A presenga da NOR em bragos curtos de cromossomos
acrocéntricos também foi relatada na populagcdo de Corrientes da Argentina
(Fenocchio et al. 2002). Trabalhos realizados com R. quelen descreveram a
NOR localizada no par cromossbmico subtelocéntrico, no brago curto
(Fenocchio et al. 2000, Fenocchio 2003, Centofante 2003, Garcia 2005). As
diferengas encontradas nos tipos cromossémicos portadores de NOR,
subtelocéntrico ou acrocéntrico, podem ser decorrentes de variagbes na
condensacgao dos cromossomos. No entanto, marcagdes no brago curto de um
par cromossOmico provavelmente submetacéntrico foram descritas por
Carvalho et al. (1999), Mattan6 (2004) e Moraes et al. (2006).

A presenga de NOR multipla nos bragos longos, tal qual encontrado na
populagdo do rio Uberabinha, foi descrita para Rhamdia sp. € R. branneri em
populagdes do Parand, Brasil. No mesmo estudo apenas a espécie R. voulezi
apresentou NOR simples no brago curto e a presencga de 0-2 cromossomos B.
Os espécimes de R. voulezi e Rhamdia sp. apresentaram de 0-2
cromossomos B, contudo R. voulezi possui cromossomos B metacéntricos e
médios, 0s quais seriam espécie especifico, enquanto os espécimes de
Rhamdia possuem cromossomos B acrocéntricos e pequenos, como o0s
observados na populagdo do Tejuco. A frequéncia observada de células sem
cromossomo B foi maior para essas duas espécies, os exemplares de R.
brannerii s&o os unicos que possuem 0-4 cromossomos B (Abucarma, Martins-
Santos 2001). A populagao do rio Tejuco apresentou a marcagdo da NOR na
regido intersticial do brago longo de um par submetacéntrico (presente
trabalho) e o isolamento dessa populagdo pode ser a causa da diferenca na
localizacdo de NOR (Figura 3).

A maior existéncia de cromossomos B nas populacbes do rio
Uberabinha e rio Araguari (Tabela 1) pode ser explicada pela hidrografia dos
pontos de coleta. O rio Uberabinha era afluente esquerdo do Araguari (Oliveira
et al. 2012), deste modo espécimes contendo grande variagdo de
cromossomos B encontrado no Araguari pode ter origem no Uberabinha. O
cérrego do Bebedouro também é afluente da margem esquerda do Araguari. O
rio Tejuco é o segundo maior afluente do rio Paranaiba e o seu principal

afluente é o rio da Prata, deste modo sua populacédo encontra-se isolada dos
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demais rios estudados, o que pode explicar a baixa ocorréncia de
cromossomos B (Tabela 2).

Diferencas morfolégicas em Rhamdia quelen sao relatadas em
espécimes coletados em diferentes regides geograficas, entretanto, as
diferengas morfolégicas sdo consideradas insuficientes para a fragmentacéao
das espécies, pois 0os animais coletados nos diferentes locais possuem mais
similaridades que diferengas (Silfvergrip 1996 apud Garcia et al. 2010). Porém
para alguns autores (Perdices et al. 2002, Weber et al. 2003) as diferencas
fisicas, a impossibilidade em classificar o grupo monofilético e a drastica
reducdo de 100 espécies para apenas 11 com distribuicdo geografica do
México até a Argentina, demonstram a falha na sistematica estabelecida.

Estudos com cromossomos B metacéntricos e submetacéntricos
mostraram que esses possuem maior possibilidade de se fixarem no genoma,
pois se encontram em estagio neutro e possivelmente possuem uma maior
taxa de transmissdo quando comparado com cromossomos acrocéntricos
como demonstrado em Prochilodus lineatus (Penitente et al. 2013). Para
Almeida et al. (2013) os cromossomos B, que ndo possuem relacionamento
com o sexo sdo considerados neutros. Apesar de neutros, esses cromossomos
estdo em decréscimo nas pequenas populagdes, devido eventos relacionados
a deriva genética. Esse fato, juntamente com a possibilidade de Rhamdia
quelen representar um complexo de espécies pode explicar a baixa ocorréncia
de B nas populagcées do Tejuco. Entretanto, segundo Blanco et al. (2012)
populagdes altamente adaptadas ao seu micro-habitat, possuem um pequeno
fluxo génico entre elas o que favorece o estabelecimento de rearranjos
estruturais do cari6tipo e, consequentemente, a ocorréncia de cromossomos B
como o visualizado na populacéo do rio Uberabinha. O acompanhamento da
evolucédo cariotipica dessas populacdes possibilitara verificar se ha o aumento
da frequéncia de polimorfismos no genoma, bem como, a pressao de selecéo

exercida no cromossomo B.
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Capitulo i

Emprego do teste de micronucleo em peixes para
avaliagcao de contaminagao ambiental na microrregiao
de Catalao-GO

O presente trabalho foi escrito de acordo com as normas da Environmental

Science and Pollution Research
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Capitulo Il

Resumo

Os rios da microrregiao de Catalao, Goias, Brasil sdo expostos as agdes
antropogénicas intensas por atividades agropecuarias, industriais e lixo urbano.
O potencial genotéxicos dos trés pontos da microrregido foi analisado s por
meio do teste de Micronucleo (MN). Os resultados mostraram respostas
genotodxicas diferentes para os pontos monitorados, sendo que as frequéncias
de micronucleos observadas nos pontos 1, 2 e 3 sdo significativamente
maiores que as encontradas no local de referéncia, ponto 4 (p<0.01). As
maiores frequéncias de micronucleos em Astyanax. fasciatus e Astyanax
altiparanae foram observadas nos pontos 1 e 2. No ponto 3, Characidium
fasciatum apresentou os maiores indices de células micronucleadas.
Correlagées indicaram que o MN realizado com as espécies A. altiparanae e A.
fasciatus foi sensivel as elevagdes de concentragao de zinco nos sedimentos e
agua. Ja os espécimes de C. fasciatum apresentam uma significativa
correlagao entre a ocorréncia de eventos genotdxicos e concentragao de cromo
no sedimento. Sugerindo que espécies bentdnicas e nectdnicas possuem
sensibilidades diferentes em relagao aos ions de metais pesados.

Palavras-chave: genotoxidade, poluicdo da agua, cromo, ecossistema aquatico,

Astyanax

Abstract

The rivers from the micro region of Cataldo, Goias State, Brazil are exposed to
intense anthropogenic influences, such as agricultural activities, industry and
urban waste. The genotoxicity of three points of the micro region were analyzed
with the Micronucleus test. Accordingly to the results of the study, the species in
sites 1, 2 and 3 exhibited an increase in their frequency of MN compared to
specimens from site 4 (p>0.01). Significant increases in the frequency of
micronuclei (MN) occurred in erythrocytes of A. fasciatus and A. altiparanae at
sites 1 and 2. At site 3 is possible to observe higher frequencies of MN in C.
fasciatum. The MN induction in C. fasciatum was correlated to chromium in
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water and sediment, whilst A. fasciatum and A. altiparanae showed small
correlation with zinc in water and sediment. This data suggest that benthic and
nektonic species have different sensitivities in relation to heavy metal ions.

Keywords: genotoxicity, water pollution, chromium, aquatic ecosystem,

Astyanax

Introdugéo

A poluicado de rios € uma das principais preocupac¢des, pois além de ser
uma ameaca a esse fragil ecossistema, € também um problema de saude
publica. A fragilidade do ecossistema aquatico € devido ao fato dele receber
grande parte dos contaminantes oriundos das areas urbanas, industrias e
também das atividades agropecuarias (Van der Oost et al. 2003). Um dos
principais poluentes sdo os ions de metais pesados, pois se acumulam no
organismo rapidamente e possuem metabolismo e excrecdo lentos nos
animais. A principal fonte de contaminagao por ion de metais pesados da agua
€ oriundo de industrias, sendo chumbo, cromo, zinco € mercurio os principais
metais pesados poluidores (Outridge e Noller 1991; Sabale et al. 2012).

Os sedimentos sao de extrema importancia para detectar a qualidade de
agua em corregos e rios em relagcdo aos metais pesados. Existem duas
camadas de sedimentos, uma mais profunda e a superficial, que fica em
contato com a agua. Essa camada superficial € importante, pois € rica em
mateéria organica e em poluentes. Devido a esse contato constante e servirem
como armazenadores e lancadores de metais pesados para a agua, os
sedimentos podem ser utilizados para detectar a presenga de contaminantes
langados no leito aquifero que ndo permanecem soluveis. (Sampaio 2003).

A contaminacdo de sedimentos contribui para acumulacdo de metais
pesados em invertebrados bentbnicos devido ao seu contato intimo e alta
tolerancia a esses metais. Essa tolerancia apresentada por esses animais pode
acarretar na contaminagao de outros niveis troficos. Animais carnivoros tendem
a acumular menos metais pesados que animais herbivoros e detritivoros
(Weber et al. 2013). A concentracdo de metais pesados na agua tende a ser

menor que a encontrada nos sedimentos e 6rgdos da ictiofauna, pois esses
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possuem alta capacidade de acumulo de zinco (Zn) e cromo (Cr) (Gurcu et al.
2010).

O teste de micronucleo € um dos principais métodos para avaliacéo
genotoxica de poluentes ambientais. Esse tipo de ensaio tem sido utilizado
para monitoramento da qualidade do ar de areas urbanas (Pereira et al. 2013;
Misik et al. 2011) e de aguas (Van der Oost et al. 2003; Lemos et al. 2011;
Kushwaha et al. 2012; Paul et al. 2013). Nos ambientes aquaticos, essa técnica
adquire uma maior importancia, pois € o principal meio para analise de agdes
genotoxicas de componentes quimicos (Ergene et al. 2007). Micronucleos (MN)
sdo causados pela agdo de componentes clastogénicos, agentes que induzem
as quebras no DNA e/ou aneugénicos, que induzem a perda ou migracao tardia
das cromatides (Albertini et al. 2000).

Teste de micronucleo também € uma alternativa para a detecgdo de
efeitos de componentes genotoxicos em sedimento. Bioensaios realizados em
laboratério in vivo e in vitro ja foram utilizados para verificar a genotoxidade dos
poluentes contidos nos sedimentos (Boettcher et al. 2010; Costa et al. 2011;
Benedetti et al. 2012). Entretanto, as analises de animais oriundos do campo
sdo mais precisas, além de fornecerem uma visdo integrada dos impactos
sofridos pelo ecossistema e do real risco genotdxico ao qual estdo expostos
(Chapman et al. 2006).

Os peixes sdo modelos ideais para detectar a presenca de contaminantes
genotéxicos nos ecossistemas aquaticos (Souza et al. 2013), pois sé&o
organismos sensiveis aos baixos niveis de metais na agua (El- Shehawi 2007),
abundantes e de habitos diversos. O teste de micronucleos em eritrécitos de
peixes € utilizado para monitoramento da qualidade de aguas, principalmente,
nos paises em desenvolvimento (Sikder et al. 2013).

A bacia do corrego Santo Antdnio localiza-se no sudeste do estado de
Goias, (Brasil), a leste da cidade de Catalao, Goias (GO) e tem como principal
afluente o cérrego Mandaguari. O cérrego Santo Antdnio, por sua vez, é
afluente da margem direita do Ribeirdo Ouvidor, e este, afluente da margem
direita do Rio Paranaiba, um dos grandes rios formadores da bacia hidrografica
do Parana. As nascentes dos corregos Santo Antbénio e Mandaguari

encontram-se adjacentes a BR 050, dentro da area urbana de Catalao (GO). A
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porcdo da nascente do corrego Mandaguari abrange parte dos bairros
localizados no setor leste de Cataldo, a BR 050 e, ainda, a area onde se
localiza uma industria de fertilizantes (Figura 01). As nascentes do corrego
Santo Anténio apresentam caracteristicas morfolégicas semelhantes aos do
coérrego Mandaguari: um anfiteatro circundado pelos bairros do setor leste da
cidade de Catalao e pela BR 050.

O coérrego da Lagoa € o manancial responsavel pelo abastecimento de
agua do municipio de Ouvidor e é, juntamente com o cérrego Santo Antonio e
Mandaguari, uma sub-bacia do Riberdo do Ouvidor, que abastece os
municipios de Cataldo, Ouvidor, Trés Ranchos e Cumari.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar as condi¢des ambientais
de trés pontos localizados nos corregos Santo Antdénio, Mandaguari e o corrego
da Lagoa, relacionadas a qualidade de suas aguas, que sao fonte de
abastecimento de municipios em desenvolvimento em Goias; dos sedimentos,
verificar a sensibilidade do teste de micronucleo em trés espécies diferentes de
peixes frente a contaminagdo por cromo, produto liberado no ambiente por
diversas atividades antropogénicas e dentro dos parametros estabelecidos na

legislagao vigente.

Material e Métodos

Amostras de Agua

Cataldo é uma cidade localizada no estado de Goias, a 260 km da Capital
Goiania. As coletas foram realizadas no ano de 2008 e 2009, nos periodos da
seca e cheia. Assim os locais escolhidos foram baseados nos niveis aparentes
de poluicdo mais criticos (Tabela 1). A figura 1 mostra a localizagdo dos pontos
de coletas em relagao a cidade de Catalao e Ouvidor — GO. As amostras de
agua foram coletadas em 4 pontos amostrais. O corrego do Mandaguari
proximo a uma industria de fertilizantes, foi definido como ponto 1 (18° 10’
58.69" S 47° 54' 28.46" O). O corrego do Santo Anténio, ponto 2, esta
localizado no perimetro urbano (18° 11' 24.18" S 47° 55' 17.45" O), enquanto o
ponto 3, corrego da Lagoa esta localizado no municipio de Ouvidor, a 270 Km
de Goiania e 15 Km de Catalao (18° 14' 04.46" S 47° 49' 18.78"). O cérrego da

Lagoa € cercado por propriedades rurais e industria de mineragdo. O local de
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referéncia foi definido como o ponto 4 (18° 11' 37.63" S 47° 53' 52.18" O)
devido a qualidade da agua.

Para esse trabalho, utilizaram-se frascos de vidro na cor ambar com
capacidade de 1.000 mL, previamente identificados com os numeros dos
pontos correspondentes, data, hora da coleta e nome do responsavel pela
coleta. As analises foram realizadas nos laboratoérios do Instituto de Quimica da
Universidade Federal de Uberlandia, segundo normas da ABNT(2007) ou da
Standard Methods for Examination Water and Wastewater (1998)

Amostras de Sedimentos

Sedimentos de fundo foram coletados em todos os pontos amostrais,
imediatamente apos a coleta da agua, com massa aproximada de 200 gramas
por ponto. Sedimentos coletados foram acondicionados em recipientes
plasticos dotados de tampa e devidamente identificados com as seguintes
informagdes: numero do ponto de coleta; data e hora da coleta e nhome do
responsavel pela coleta. Todas as amostras coletadas foram acondicionadas
em uma caixa isotérmica refrigerada, mantendo-se assim até o inicio das
analises quimicas no Laboratério de Analises Quimicas da Universidade
Federal de Uberlandia.

Captura de Espécies da Ictiofauna

Da espécie Astyanax fasciatus (lambari), foram coletados 50 animais nos
quatros pontos de analise. A espécie Astyanax altiparanae (lambari de rabo
amarelo), foram coletados 43 animais. Da espécie Characidium fasciatum
forma coletados 38 espécimes dos pontos 1, 3 e 4. Apesar da escolha das
especies para analise de micronucleo ser pautada na ampla ocorréncia das
mesmas na bacia do Parana e seus afluentes, exemplares de Characidium
fasciatum nao foram capturados no ponto 2 durante o periodo do estudo.

Espécies da ictiofauna foram capturadas com uso de redes de malha fina,
uma tarrafa de malha fina, uma peneira com malha de 4mm de abertura e 70
cm de diametro e um canigo com linha e anzol. As redes foram colocadas nos
pontos indicados geralmente no final da tarde e mantidas até 10 horas do dia
seguinte, quando se iniciava o processo de coleta. O emprego desses
procedimentos de captura deve-se a necessidade de manter vivo certo numero

de exemplares de cada espécie para posterior analise de micronucleo.
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Teste de Micronucleo

Apds a coleta dos espécimes foi retirado sangue periférico na artéria
branquial, por meio de seringas de 1,0mL estéreis, sendo uma para cada
animal, previamente heparinizada com liquemine (heparina sddica - 25000 U.I./
5 mL). Imediatamente foram realizados os esfregacos (deslizamento da gota de
sangue sobre as laminas de microscépio), que foram secas ao ar por 24 horas
(Grisolia e Starling, 2001). A seguir, as células foram fixadas com metanol
absoluto, por dez minutos. As laminas foram submetidas ao processo de
coloracdo com Giemsa e tampéo fosfato (pH - 6,8) na proporgao de 1 : 20,
durante 10 minutos, e apds enxaguadas com agua destilada e secadas ao ar.
Foram preparadas 4 laminas para cada animal

Foram analisados 4.000 eritrécitos por animal em microscopio de luz
(aumento de X 1000 magnificagdo - uso de oOleo de imersado), analisadas,
conforme Schmid (1975). Os critérios para identificagao de eritrécitos de peixe
micronucleados foram as particulas nucleares, que deveriam ser menores €
completamente separadas do nucleo principal; nao-refrataria; com mesma
forma, coloragdo e intensidade do nucleo da célula e, dentro do citoplasma
celular.
Analise estatistica

Analise de Variancia (ANOVA) para dois fatores foi utilizada para avaliar

a existéncia de diferenga entre os pontos avaliados (perimetro urbano,
agricultura, industria de fertilizante e controle) e as espécies monitoradas (
A.fasciatus, A. altiparanae e C. fasciatum). A sensibilidade do teste de
micronucleo para cada espécie em relagdo a presenga e concentragcao de

cromo e zinco foi testada pela correlagao de Pearson.
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Figura 1: Mapa do estado de Goias mostrando os locais de monitoramento e

ponto de referéncia.

Resultados e Discussao

ANOVA para dois fatores foi utilizada para avaliar a existéncia de
diferenga entre as respostas obtidas nos pontos avaliados e nas espécies
monitoradas. De acordo com os resultados indicados na tabela 3, os ensaios
de biomonitoramento, empregando o Teste de Micronucleos, mostraram
respostas genotodxicas diferentes para os pontos monitorados, sendo que as
frequéncias de micronucleos observadas nos pontos 1, 2 e 3 séo
significativamente maiores que as encontradas no local de controle, ponto 4
(F=5.18, p=0.01).

O incremento na frequéncia de eritrécitos micronucleados foi observado
em A. fasciatus, A altiparanae e C. fasciatum. Contudo, a ANOVA indica que
ndo houve diferenca significativa entre as trés espécies empregadas (F= 1.44,
p=0.26).

Dentre os pontos monitorados, as maiores frequéncias de micronucleos

em células de A. fasciatus e A. altiparanae foram observadas nos pontos 1 e 2.
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No ponto 3, C. fasciatum apresentou os maiores indices de células
micronucleadas.

Ainda que os locais monitorados durante a estagdo chuvosa tenham sido
associados a ocorréncia de eventos genotoxicos, as maiores frequéncias de
micronucleos foram observados nos ensaios realizados com animais coletados
na estacao seca (p<0.01).

As analises fisico-quimicas realizadas em todos os pontos monitorados,
sumarizadas nas tabelas 1 e 2, indicam contaminagao por zinco e cromo, além
de evidenciarem condigbes de baixa qualidade pelo aumento de nitrogénio
amoniacal e fosfato nos locais analisados.

O fosfato e nitrogénio amoniacal (Tabela 1) estdo aumentados, segundo
os critérios estabelecidos pelo conselho nacional do meio ambiente brasileiro
(CONAMA 357/05) e Organizacdo Mundial da Saude (OMS 2004),
respectivamente. Os elementos cromo e zinco na analise da agua estiveram
abaixo dos limites estabelecidos pelas legislagbes comparadas, entretanto, o
ponto 3, no periodo da cheia, apresentou um indices de contaminagao por
esses metais que esta acima dos limites estabelecidos pela legislagao
brasileira, OMS e Conselho Canadense de Ministérios do Meio Ambiente. E
pertinente ressaltar que a legislagdo canadense apresenta os limites mais
rigorosos para avaliagao de aguas e sedimentos. Na analise de sedimentos,
conforme indicado na tabela 2, os metais pesados zinco e cromo nao estédo
acima dos limites indicados pelos parametros nacionais (CONAMA 454/12) e
internacionais (OMS/CCME), mas o ponto 3 encontra-se préoximo ao limite
estabelecido pelo CCME. Segundo os parametros nacionais estabelecidos, o
fésforo também apresentou aumento nos trés pontos analisados.

As analises quimicas nos sedimentos revelam que os niveis de cromo
estiveram proximos ao nivel maximo permitido para a classe 1 e 2 de agua
para consumo humano apos tratamento e a protecdo das comunidades
aquaticas segundo o CONAMA (357/05). O sulfato encontra-se abaixo dos
limites estabelecidos pela legislacéo brasileira.

Esses dados, provenientes das analises fisico-quimicas e biologicas,
combinados, indicam a presenca de genotoxinas na agua, como os metais

pesados que, ao afetarem os organismos bioindicadores, permitem inferir sobre
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o potencial risco as populagdes humanas e animais que consomem agua e
organismos aquaticos.

Para acessar a sensibilidade das diferentes espécies ao ambiente
avaliado, foram realizadas correlagcbes entre as taxas de micronucleos
observados nas trés espécies de bioindicadores e as concentragdes dos metais
cromo e zinco na agua e no sedimento.

Os resultados dessas correlagdes indicam que o Teste de Micronucleos
realizado com as espécies A. altiparanae e A. fasciatus foi moderadamente
sensivel as elevagdes de concentracdo de zinco nos sedimentos e agua, ja os
espécimes de C. fasciatum apresentam uma significativa correlagao entre a
ocorréncia de eventos genotéxicos e incrementos na concentragdo de cromo
no sedimento (Tabela 4).

As espécies do género Astyanax possuem, em geral, grande resisténcia a
ambientes poluidos e ampla distribuicdo no pais. A concentracdo desses
especimes € maior na proximidade das areas urbanas do que em areas de
intensa agricultura, devido ao acumulo de biomassa nesses locais (Alexandre
et al. 2010). O A. altiparanae era conhecido com A. bimaculatus, a nova
denominagado foi dada por Garutti e Britski (2000). Os individuos adultos
localizam se mais ao fundo enquanto os juvenis se concentram mais na zona
limérica (Suzuki e Orsi 2008), mesma zona de ocorréncia dos A. fasciatus que
possui um maior tamanho que o A. altiparanae (Langeani et al. 2007). Ambas
as espeécies sdo de alimentagao nectdnicas e consideradas onivoras, mas A.
fasciatus tem uma alimentagdo mais diversificada ingerindo mais plantas e
sedimentos que do A. altiparanae. (Gomiero e Braga 2008). Entretanto o A.
altiparanae possui uma grande capacidade de mudar sua dieta de acordo com
as mudangas ambientais e disponibilidade de alimentos (Lobdn-Cervia e
Bennemann 2000). Os espécimes de Characidium fasciatum reinhardt sao
animais de habito alimentar bentdnicos e predadores (Brejao et al. 2013). Os
resultados obtidos com o presente trabalho demonstram que essa espécie
possui caracteristicas de um bioindicador eficaz e sensivel, principalmente para
contaminagao de sedimentos.

A utilizagcdo de mais de uma espécie para realizar o biomonitoramento é

importante estratégia que permite determinar a verdadeira agao genotéxica dos
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poluentes ambientais, uma vez que as diferentes espécies possuem diferentes
sensibilidades (Van der Oost et al. 2003) e taxa de micronucleo frente ao
agente ecotoxico (Palhares e Grisolia 2002; Rodriguez-Cea et al. 2003; Kumar
et al. 2013) ou frequéncias basais de micronucleo (Gustavino et al. 2001). No
presente trabalho verificou-se uma incidéncia de micronucleos semelhantes
nos pontos 1 e 2 nos espécimes de A. altiparanae e A. fasciatus, locais com
contaminagao por zinco, quando comparados com Characidium fasciatum. Nas
analises de micronucleos de A. bimaculatus e H malabaricus observou-se uma
maior ocorréncia de micronucleos em A. bimaculatus (Pantaledo et al. 2006).
Em estudo realizado com contaminacdo de metais pesados como zinco,
chumbo e manganés, observou-se uma maior sensibilidade a ocorréncia de
micronucleo em Oreochromis niloticus, espécie nectbnica, quando comparado
com a espécie bentdnica Mugil cephalus (Omar et al. 2012).

Observou-se a presenca de cromo, nos sedimentos, em todos os pontos
de coleta, inclusive no controle. Entretanto, na analise de agua, apenas o ponto
3, durante o periodo de cheia apresentou quantidades de cromo maior que os
parametros recomendados pelos 6rgdos nacionais e internacionais de analise
de agua (Tabela 2). A maior presenga de cromo nos sedimentos € devido a
impossibilidade de encontrar cromo livre na natureza, deste modo a maioria do
cromo é depositada em sedimentos dos cérregos e rios. Exposi¢cao a altas
concentragdes de cromo por periodos prolongados possuem efeito genotdxicos
e carcinogénico (Cavas e Ergene-Go"Zu Kara 2005). Em estudo realizado por
Krumschnabel e Nawaz (2004) verificou-se uma queda da viabilidade de
hepatocitos em Carassius auratus expostos a 250 uM Cr (VI) por curtos
periodos, a toxidade desse composto deve-se a estimulagdo da producéo de
espécies reativas de oxigénio (ROS). Nos mamiferos a exposicdo ao Cr (VI)
esta ligada a formagéo de tumores intestinais (Thompson et al. 2012).

Os exemplares analisados de Characidium fasciatum mostraram-se mais
sensiveis as alteragdes de cromo nos sedimentos quando comparados com as
outras espécies analisadas. A ocorréncia de micronucleos em C. fasciatum
apresentou uma forte correlagdo com a presenca de cromo nos sedimentos.
Em estudos realizados em Pimelodus maculatus e Leporinus friderici observou-

se uma maior frequéncia de micronucleos em P. maculatus, demostrando que,
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essa espeécie com alimentagdo bentbnica e carnivora, apresenta uma maior
sensibilidade as alteragbes de cromo e sulfetos na agua (Pimenta et al. 2013).

A principal fonte de sulfeto em aguas naturais é o langamento de esgotos
sanitarios e de efluentes industriais, que contenham uma maior quantidade de
sulfato como observado nos pontos 1 e 2 (Tabela 1), em condi¢gdes anaerdbias.
Apesar da presenca abaixo do critério observado pelos 6rgdos legisladores,
devido a agao bioldgica pode ocorrer redugéo do sulfato em sulfeto. A presenga
de fosfato também esta ligada a proximidade do perimetro urbano e industrias,
sua principal fonte sdo detergentes e residuos nao tratados de industrias de
fertilizantes (Ghose et al. 2009).

O alto indice de fosfato encontrado € ligado ao processo de eutrofizagao
(Jarvie et al. 2013), crescimento de algas nos locais, a proliferagdo de algas
leva a queda do oxigénio dissolvido acarretando na mortalidade da ictiofauna
(Zha et al. 2010). O fosfato é considerado um dos maiores problemas
ambientais, sendo sua preseng¢a nao tolerada em alguns paises, como por
exemplo, a Suica (Jyothi et al. 2012) e se uso controlado nos outros paises da
Europa e no EUA (Lewis et al. 2011). Contudo, nos paises em
desenvolvimento, ha uma maior flexibilizagdo dos parametros e menor controle
da qualidade da agua. Desse modo € observada uma maior contaminagéo de
rios e corregos quando comparados com os paises desenvolvidos (UNFPA
2001; Sikder et al. 2013).

No presente trabalho, apesar das analises de metais pesados nao
excederem os limites estabelecidos pelo 6érgédo nacional e internacionais, as
especies estudadas apresentam uma grande sensibilidade a presenca do
poluente. Em estudos realizados em rios de areas em desenvolvimento, Brito et
al. (2012) nao encontrou alteragdes nas analises de agua segundo o critério da
legislacdo brasileira de agua (the Brazilian for Water Quality Legislation).
Entretanto em analises bioquimicas de peixes foi possivel detectar disturbios
na osmorregulagao e regulacdo do processo acido-base, além de necrose no
figado, processos neoplasicos e micronucleo em um dos sitios analisados,
mostrando o quanto € sensivel a ictiofauna as acdes antrépicas. O teste de
micronucleos em eritrocitos de peixes € uma importante ferramenta para indicar

a acao de agentes genotoxicos presentes na agua (Kumar et al. 2013), devido
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ao seu baixo custo e facilidade de execugdo. As caracteristicas e
sensibilidades as alteragcbes de agua e sedimentos na ictiofauna, como
demostrado neste estudo, tornam a utilizacdo das espécies excelentes para
auxiliar a detectar os efeitos dos impactos urbanos, agricolas e industriais em
rios.

Os resultados do presente estudo conclui que os exemplares de A.
fasciatus e A. altiparanae sao sensiveis a contaminagao por zinco, entretanto
C. fasciatum reinhardt é extremamente susceptivel a presenca de cromo nos
sedimentos. Sugerindo que espécies bentbnicas e nectbnicas possuem
sensibilidades diferentes em relacdo aos ions de metais pesados e por isso
devem ser utilizadas juntas para o biomonitoramento de aguas. Os resultados
também fornecem subsidios para concluir que nao ha diferenga na frequéncia
de micronucleos provenientes de diferentes fontes de contaminacgéao, industria,
area urbana e agricultura. Deste modo, € necessario um replanejamento do
uso do solo e inclusdo de anadlises de outras matrizes, como micronucleo, na
concepgcao de leis mais rigidas para uso das aguas. Visto que, os
contaminantes, mesmo em baixas concentragdes, provocam efeitos

genotdxicos na ictiofauna nativa.
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Tabela 1: Caracteristicas gerais dos 4 pontos de amostragem, durante o periodo da seca e cheia.

Caracteristicas  fisico-quimicas da Ponto 1 Ponto 3 Ponto 4 CONAMA OMS CCME
agua (in situ) Seca Cheia Seca  Cheia Seca  Cheia Seca  Cheia 357/05

Temperatura 22,75 25,50 22 23,50 20 22,50 20,5 23,50 NE NE

pH 6,82 6,80 6,55 6,67 6,63 6,57 6,81 6,85 6,0-9,0 6,0-8,5 6,5-8,5
Oxigénio dissolvido (mg/L) 6,85 6,65 7,13 6,96 12,35 12,30 7,00 6,85 <5 <5

Condutividade 1S/cm) 166,63 170,88 89,00 85,50 14,5 15,50 82,25 75,50 NE NE NE
Turbidez (NTU) 21,25 22,00 56,00 21,00 20,60 19,10 24,25 21,75 100 29 <1,0
Ferro (mg/L) 0,24 0,23 0,22 0,21 0,18 0,13 0,23 0,22 0,3 0,3 <0,30
Fosfato (mg/L) 1,61° 1,82° 0,73° 0,70° 0,19° 0,14° 0,41° 0,35° 0,030 NE NE
Nitrogénio amoniacal (mg/L) 0,55° 0, 64° 0,22° 0,25" 0,17° 0,19° 0,19° 0,19° 3,7 <0,02 10
Sulfato (mg/L) 18,4 11,60 4,26 4,26 0,2 0,20 3,1 3,10 250 200 <500
Potassio (mg/L) 4,67 5,03 3,18 3,11 1,37 2,89 2,89 3,69 NE NE NE
Zinco (mg/L) 0,11 0,11 0,04 0,08 0 0,01 0,02 0,05 0,18 3,0 <5,0
Cromo (mg/L) 0,01 0,01 0,00 0,02 0,04 0,07*° 0,05 0,02 0,05 0,05 0,05

* alteragdes segundo o Conselho Nacional de Meio Ambiente - Resolugdo No 357/2005 (CONAMA)

® alteragdes segundo a Organizagio Mundial de Saude (OMS)

¢ altera¢des de acordo com Conselho Canadense de Ministérios do Meio Ambiente (CCME)

Nao especificado (NE)
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Tabela 2: Analises fisico-quimicas dos sedimentos durante a estacédo seca e de cheia.

Analise quimica dos Ponto 1 Ponto 2 CONAMA CCME
sedimentos Seca Cheia Seca Cheia Seca Cheia Seca Cheia 454/12

Sulfato (ppm) 0,2 0,2 0,2 0,2 0,16 0,2 0,18 0,18

Fosforo total (ppm) 55 18,62 6,25 5,50 0,15 0,45 3,3 2,30 <2000 NE
Sdlidos totais volateis (%) 3,80 4,61 2,97 3,73 2,60 3,56 3,14 3,26

Sélidos totais fixos (%) 96,19 95,38 95,52 96,26 97,60 95,44 96,84 96,73

Potassio (ppm) 510 231 296 1016 785 761 698 1507

Zinco (ppm) 15,85 9,18 10,01 10,96 10,5 3,00 5,98 9,34 123 80
Cromo (ppm) 10,88 5,82 9,75 8,77 21,5 18,83 6,58 7,56 37,3 25
Ferro (ppm) 30438 17713 16527 468 3322 1347 13133 2822

Conselho Nacional de Meio Ambiente - Resolucdo No 454/2012 (CONAMA-454/2012)

Conselho Canadense de Ministérios do Meio Ambiente (CCME)

Nao especificado (NE)
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Tabela 3: Frequéncia de Micronucleos (MN) para A. fasciatus, A. altiparanae e C. fasciatum obtidos nos pontos 1-4 durante o

biomonitoramento nas estagbes indicadas.

PONTO ESPECIE SECA MCN Frequéncia CHEIA MCN Frequéncia
(MédiaxSD) (MédiaxSD)
Ponto 1 A. fasciatus 0.10 £ 0.03* 0.08 £ 0.02*
A. altiparanae 0.13 £ 0.04** 0.08 + 0.03*
C. fasciatum 0.06 £ 0.02* 0.04 £ 0.01*
Ponto 2 A. fasciatus 0.09 £ 0.02* 0.08 £ 0.03*
A. altiparanae. 0.14 £ 0.04** 0.12+£0.03*
C. fasciatum
ND ND
Ponto 3 A. fasciatus 0.04 £ 0.02* 0.03 £ 0.01
A. altiparanae 0.08 + 0.03* 0.07 £ 0.02*
C. fasciatum 0.13 £ 0.05** 0.07 + 0.02*
Ponto 4 A. fasciatus 0.01 £ 0.01 0.01 £ 0.01
A. altiparanae. 0.01£0.02 0.01 £0.01
C. fasciatum. 0.01 % 0.01 0.01 % 0.01

Resposta positive de acordo com o teste de Dunnett’s.

ND: nédo determinado.
#p>0.01.
#%p>0.005.
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Tabela 4: Coeficiente de correlagcdo de Pearson entre as concentragcdes de metais pesados e o teste de Micronucleos nas células

de peixes.
METAIS PESADOS
ESPECIE Cromo Zinco
Sedimento Agua Sedimento Agua
r’ p r’ p r? p r? P

A. fasciatus 0.17 0.31 0,16 0,06 0.31 0.14 0,56 0,25
A. altiparanae 0.03 0.63 0,03 0,10 0.37 0.11 0,31 0,15
C. fasciatum 0.86 0.01* 0,65 0,29 0.14 0.45 0,28 0,14

*p>0.01.
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Anexos

Anexo 1: Métodos

Preparagao dos cromossomos mitéticos.

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 proporc¢ao de 1 ml/100g
de peso do animal;

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

Lavar o material retirado em uma solugao hipotdnica de cloreto de potassio
(KCI) a 0,075M;

Transferir o material para uma pequena cuba de vidro contendo 8 a 10 mL
de solucédo hipotonica;

Fragmentar o material, com pingas de dissecgdo, completando este
processo com auxilio de uma seringa hipodérmica desprovida de agulha;

Colocar a suspensao obtida em estufa a 36° C por 20 minutos;

7. Suspender cuidadosamente o material sedimentado com auxilio de pipeta

9.

Pasteur, transferindo-o para um tubo de centrifuga. Nesta transferéncia, os
pedacos de tecido nao desfeitos devem ser descartados. Acrescentar 5 a 6
gotas de fixador (alcool metilico e acido acético 3:1) recém preparado e
suspender novamente o material sedimentado;

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

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. Apos a ultima centrifugacéo e

eliminacao 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 lédmina 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
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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 impregnagao com nitrato de Prata (Ag-NORs).

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

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

2. Misturar as duas solugdes e cobrir com laminula;

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

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

5. Secar e examinar ao microscopio.

Deteccao de heterocromatina constitutiva (Bandas C).

Foi usada a técnica descrita por Sumner (1972), com pequenas modificagdes.

1. Tratar o material preparado segundo a técnica descrita para cromossomos
mitéticos, com HCI 0,2N em temperatura ambiente, por 10 a 15 minutos;

2. Lavar em agua deionizada, a temperatura ambiente e secar ao ar;

3. Incubar, de 4 a 8 minutos, em solugdo filtrada recém-preparada de

Ba(OH)2.8H20, a 5%, a 60° C;

. Lavar rapidamente em HCI 0,2N e em agua deionizada e secar ao ar;

4
5. Incubar em solugéo de 2xSSC, a 60° C, por um periodo de 30 a 60 minutos;
6. Lavar em agua deionizada e secar ao ar;

7

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

minutos;

oo

. Lavar em agua deionizada e secar ao ar.
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Anexo 2: Tabela: Dados citogenéticos do género Rhamdia

Espécie Cromossomo Heterocromatina Heterocromatina Referé
Local 2n Forma-Tamanho do B NOR
reportada B constitutiva Cromossomos Bs ncia
Rhamdia América
58 0 - - - - 1
laticauda Central
Rhamdia Meta/Submetacéntrico-Médio Multipla/ braco Parcial-meta/
. Brasil (PR) 58 0-4 . . Teloméricalintersticial . 2
branneri (espécie especifica) longo subterminal
Rhamdia
o - 58 0-5 - - - - 3
hilarii
Rhamdia
L Brasil (SP) 62 - - - - - 4
hilarii
Rhamdia Simples/Bracgo
L Brasil (SP) 58 0-2 Metacéntrico - Médio Telomérica Parcial/ Telomérica 5
hilarii curto
Rhamdia . ] . Simples/Braco . .
L Brasil (SP) | 58-63 0-5 Metacéntrico-Tamanho variavel - Parcial/ Telomérica 6
hilarii curto/Terminal
Rhamdia . . ) Simples/Braco ) . .
o Argentina 58 0 Metacéntrico - Médio Telomérica Parcial/ Telomérica 7
hilarii curto/Terminal
Rhamdia . . ) Simples/Brago ) . .
L Brasil (MG) 58 0-2 Metacéntrico - Médio Telomérica Parcial/ Telomérica 7
hilarii curto/Terminal
Rhamdia . . ) Simples/Brago ) . .
L Brasil (SP) 58 0-5 Metacéntrico - Médio Telomérica Parcial/ Telomérica 7
hilarii curto/Terminal
Rhamdia . Simples/Brago
L Brasil (SP) 58 0-3 - - 8
hilarii curto/Terminal
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Rhamdia ) 0-1 Pequeno i 9
Brasil (RS) 58 ) Simples - -
quelen 0-2* Médio* *
Rhamdia . Simples/Brago . .
Argentina 58 0 - . - Parcial/ Telomérica 7
quelen curto/Terminal
Rhamdia . . ] Simples/Braco ) . .
Brasil (SP) 58 0-4 Metacéntrico — Médio . Telomérica Parcial/ Telomérica 7
quelen curto/Terminal
Rhamdia ) . ) Simples/Braco ) . .
Brasil (SC) 58 0-1 Metacéntrico — Médio . Telomérica Parcial/ Telomérica 7
quelen curto/Terminal
Rhamdia . . Simples/Brago . .
Brasil (SP) 58 0-4 Médio/grande . - Parcial/ Telomérica 10
quelen curto/Terminal
Rhamdia ) Simples/ Brago Telomérica/ . .
Brasil (PR) 58 0 - ) . Parcial/ Telomérica 10
quelen curto /terminal Centromérica
Rhamdia ) Simples/ Braco ) . )
Brasil (MS) 58 0-3 Subm-meta/pequeno ) Telomérica/Centromérica Eucromatico 11
quelen curto /terminal
Rhamdia Brasil (SP, 12
58 0-2 Meta/pequeno - - Heterocromatico
quelen PR)
Rhamdia
Brasil (SC) 58 0-2 Meta/pequeno - - Parcial/ Telomérica 12
quelen
Rhamdia . Simples/ Brago Poucas na regiéo
Brasil (SP) 58 - - ) . ) - 13
quelen curto /terminal terminal/ pericentral
Rhamdia . ] Simples/ Brago Poucas na regiéo
Brasil (GO) 58 0-3 Microcromossomo ) . ] - 13
quelen curto /terminal terminal/ pericentral
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Rhamdia

Simples/ Brago

Poucas na regido

Brasil (MT) 58 0-5 Microcromossomo ) . ) - 13
quelen curto /terminal terminal/ pericentral
Rhamdia ) ] . Simples/ Brago ) . . .
Brasil (PR) 58 0-1 Médio-metacéntrico ) Telomérica/Centromérica Parcial/ Telomérica 14
quelen curto /terminal
Rhamdia Simples/ Brago Poucas na regiéo
Brasil (RJ) 58 0-1 Médio-metacéntrico ) . Parcial/terminal 14
quelen curto /terminal terminal/ central
Rhamdia . o Simples/ Brago Poucas na regiao Parcial/eucromatico/
Brasil (SP) 58 0-5 Pequeno/médio ) . ) 14
quelen curto /terminal terminal/ central heterocroméatico
Rhamdia . Simples/Brago Poucas na regido . .
Brasil (MG) 58 0-1 Pequeno . . ) Parcial/ Telomérica 15
quelen longo/ Intersticial terminal/ pericentral
Rhamdia . Simples/ Brago Poucas na regiéo ) )
Brasil (MG) 58 0-2 Pequeno Parcial/terminal 15
quelen curto /terminal terminal/ pericentral
Rhamdia . Simples/ Brago Poucas na regiéo ) )
Brasil (MG) 58 0-2 Pequeno ] . ) Parcial/terminal 15
quelen curto /terminal terminal/ pericentral
Rhamdia . Simples/ Brago Poucas na regiéo ) )
Brasil (MG) 58 0-4 Pequeno ] . ) Parcial/terminal 15
quelen curto /terminal terminal/ pericentral
Rhamdia . Metacéntrico/submetacéntrico/a Simples/ Brago Poucas na regiéo )
Brasil (MG) 58 0-7 . ) . ) Heterocromatico 16
quelen crocéntrico curto /terminal terminal/ pericentral
Rhamdia
Brasil (MG) 58 0-7 - - - - 17
quelen
Rhamdia . ) Mdltipla/Brago i . Parcial/terminal
Brasil (MG) | 59-61 1-3 Tamanho variavel . Telomérica/Centromérica ) 15
quelen longo/Terminal Eucromatico
Rhamdia Brasil ) Simples/Brago . )
58 0-2 Microcromossomo . Centromérica Heterocromatico 19
quelen (PR) longo/Terminal
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Rhamdia . ) i
Argentina 58 0-1 Acro/metacéntrico- pequeno - - Heterocromatico 18
sapo
Rhamdia ) . Simples/ Brago ) . )
) Brasil (PR) 58 0-2 Metacéntrico ) Telomérica/Centromérica Eucromatica 2
voulezi curto /terminal
Rhamdia sp. - 58 - - - - - 1
Multipla/ Brago
Rhamdia sp. | Brasil (PR) 58 0-2 Acrocéntrico longo- Telomérica/Centromérica Eucromatica 2
subtelocéntrico

1) LeGrande (1981); 2) Abucarma & Martins-Santos (2001); 3) Toledo (1975) apud Maistro et al. (2002); 4) Almeida-Toledo &
Ferrari (1976) apud Sitivari & Martins-Santos (2004); 5) Maistro et al. (2002); 6) Fenocchio & Bertollo (1990); 7) Fenocchio et al.
(2000); 8) Vissotto et al. (1999); 9) Hochberg & Erdtmann (1988) apud Swarga et al. (2000); 10) Stivari & Martnis-Santos (2004);
11) Moraes et al. (2007); 12) Moraes et al. (2009); 13) Martinez. et al. (2011); 14) Garcia et al. (2010); 15) Presente trabalho; 16)
Guilherme (2005); 17) De Campos Junior (2011); 18) Valcarel et al. (1993); 19) Borba et al. (2012).

* Hochberg & Erdtmann (1988) apud Stivari & Martins-Santos (2004)
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