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Figura 5 — Astyanax bimaculatus do Cérrego Taboquinha. Cariétipo (a), exemplar (b), metafases
indicando os sitios de Ag-RONs (c), o bandamento C (d) e Cromomicina As (€).

Em Bryconops sp (Figura 6b), as analises citogenéticas mostraram 2n =
48 cromossomos, sendo o cariotipo composto por 2 pares m, 5sm, 3st, 14a e
NF = 68 (Figura 6a). A impregnacdo pelo nitrato de prata mostrou duas
marcagdes terminais nos bragos curtos de dois cromossomos do tipo
subtelocéntricos, correspondentes ao par 8 (Figura 6¢), evidenciando-se assim
Ag-RONs simples. O padrao de banda C evidenciou marcagdes nas regides
centroméricas e teloméricas, marcando principalmente o centrébmero dos
cromossomos acrocéntricos (Figura 6d). Apos tratamento com o fluorocromo
GC especifico Cromomicina Az (CMA3), observou-se regides brilhantes

coincidentes as RONs e outras ndo correspondentes a esses sitios (Figura 6e).
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Figura 6 — Bryconops sp do Corrego Taboquinha. Cariétipo (a), exemplar (b). metafases indicando os
sitios de Ag-RONs (c), o bandamento C (d) e os sitios de Cromomicina As (e).

2.4 Discusséao

As informacbes citogenéticas disponiveis para o género Astyanax
mostram a existéncia de “complexos de espécies”, relativos a pelo menos trés
grupos: A. scabripinnis (MOREIRA-FILHO; BERTOLLO, 1991); A. fasciatus
(JUSTI, 1993, PAZZA et al., 2006, 2008; KANTEK et al., 2008) e A. altiparanae
(FERNANDES; MARTINS-SANTOS, 2006). Nestes complexos sao verificados:
alto grau de variabilidade; presenga de cromossomos supranumerarios ou Bs
(os quais podem também variar em tamanho e composi¢ao); polimorfismos de
blocos heterocromaticos e das regides organizadoras de nucléolos (Ag-RONS).

A. fasciatus apresenta uma ampla variagdo cariotipica dentro dos

Astyanax. E caracterizada por uma variacdo entre populagdes, com cit6tipos
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que possuem de 2n = 45 a 2n = 48 cromossomos, bem como distintas férmulas
cariotipicas os quais se adequam a este conceito de “complexo de espécie”
(JUSTI, 1993; CENTOFANTE et al., 2003; ARTONI et al., 2006; PAZZA et al.,
2008). Os exemplares aqui estudados apresentaram 46 cromossomos sem
diferenciagdo aparente entre machos e fémeas, uma vez que apenas uma
férmula cariotipica foi observada. Além disso, o primeiro par metacéntrico,
caracteristico dos Characidae também se mostrou presente (SCHEEL, 1973;
MORELLI et al, 1983; PORTELA et al., 1988; DANIEL-SILVA; ALMEIDA-
TOLEDO, 2001; 2005). Por outro lado, houve variagdo no padrdo de
distribuigcdo das Ag-RONs, onde até 10 cromossomos mostraram-se marcados,
sendo que apenas alguns coincidiram com as regides CMA3;". Assim sendo,
faz-se necessario a utilizacdo de outras técnicas de marcagdes utilizando
sondas 5S e 18S para confirmar os sitios das regides organizadoras de
nucléolo nesta populacgao.

Em acréscimo, como na maioria das espécies de Astyanax, Astyanax sp.
apresentou 50 cromossomos com similaridades com o cariétipo de outras
populacdes de Astyanax e, especialmente nao evidenciou a presenca de
nenhum par de cromossomos acrocéntricos, 0 que ndo € comum no género
Astyanax. O padrao de distribuicdo da heterocromatina constitutiva apontou
fracas marcacbes centroméricas e pericentroméricas, além de um bloco
heterocromético de tamanho maior que os demais localizado na regido
telomérica de um par submetacéntrico equivalente ao par 16, que
correspondeu a regido responsavel pela organizagéo nucleolar.

Segundo Pazza e Kavalco (2007), a maioria das espécies de Astyanax
com ndmero cromossdmico conservado apresenta 2n = 50 cromossomos. Essa
informacdo aparentemente se refere a espécies de distribuigdo restrita,
endémicas a certas bacias hidrograficas e com poucas amostragens ao longo
dos sistemas hidrograficos em que habitam.

A presenca nao obrigatéria de elementos supranumerarios tem sido
muito discutida nos dias atuais, principalmente em relacdo a sua relevancia
evolutiva bem como influéncias nos organismos que os possuem. Embora
sejam cromossomos encontrados em uma ampla diversidade de organismos, o

género Astyanax tem mostrado variagbes em relacdo ao tamanho, nimero e
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freqliéncia desses elementos (MIZOGUCHI; MARTINS-SANTOS, 1997; 1998a;
1998b).

A presenga de microcromossomos supranumerdrios variando de 0 a 6
intraespecificamente e em um mesmo exemplar, pode indicar uma possivel
estruturacédo genética desta populacdo. Estudos adicionais sobre a composicao
do DNA destes cromossomos s&o necessarios para um melhor entendimento
sobre suas origens e fungéo.

Em A. altiparanae os estudos cariotipicos iniciaram juntamente com as
primeiras  pesquisas realizadas por grupos brasileiros envolvendo
cromossomos de peixes. As primeiras citacbes, entretanto, usam a
denominacado A. bimaculatus para as populacdes do Alto rio Parana (JIN;
TOLEDO, 1975; MORELLI et al., 1983), uma vez que a denominagao A.
altiparanae fora criada apenas anos mais tarde (GARUTTI; BRITSKI, 2000).

Atualmente, estudos citogenéticos em varias populacées no grupo A.
altiparanae-bimaculatus e espécies proximas tém mostrado uma
homogeneidade cromossdémica quanto ao numero diploide e férmula
cariotipica, quando comparado a outras espécies de Astyanax (MORELLI et al.,
1983; FERNANDES; MARTINS-SANTOS, 2004; FERNANDES; MARTINS-
SANTOS, 2006; DOMINGUES et al., 2007; PAMPONET et al., 2008).

Os presentes dados revelam que esta populacdo do Estado do
Tocantins tem um cariétipo diferenciado em relagdo a outras regides
brasileiras. No entanto apresenta alta similaridade cariotipica com as
populacdes do Estado da Bahia estudada por Pamponet e colaboradores em
2008, corroborando os dados de numero, localizacao das NORs e morfologia
cromossémica (PAMPONET et al., 2008).

Os dados do presente trabalho corroboram dados prévios da biologia
dos “lambaris de rabo amarelo” com relagdo ao numero 2n igual a 50
cromossomos, confirmando a predominancia de ocorréncia desse numero
cromossémico para esta espécie.

Em Bryconops sp. 0 niumero cromossémico encontrado (2n = 48) e a
férmula cariotipica semelhante, ou seja 2 pares m, 5sm, 3st e 14a sdo bastante
similares ao encontrado por Souza (2003) para Bryconops aff giacopinni do rio

Araguaia (2m+2sm+4st+16a). O autor também descreve a presenca de varios
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blocos heterocromaticos localizados nas regides pericentroméricas dos
Cromossomos acrocéntricos.

Estudos adicionais comparando estas populacdes com as de outras
bacias sdo necessarios, bem como o emprego de técnicas moleculares mais
precisas que contribuam para uma melhor caracterizagao destas espécies e
para o melhor entendimento da origem e funcdo destes cromossomos

adicionais.
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CAPITULO 3

3 Estudo citogenético em Moenkhausia oligolepis de Monte do
Carmo-TO.

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

Resumo:

Varias espécies do género Moenkhausia ja foram estudadas citogeneticamente
e a presencga de cromossomos B é considerada uma interessante caracteristica
nas espécies deste grupo. Estes elementos supranumerarios dispensaveis que
ndao se recombinam com 0s cromossomos do complemento padrdo A e
seguem seu proprio mecanismo evolucionario variam em numero, morfologia e
distribuicdo. Este trabalho apresenta dados citogenéticos de uma populacéo de
M. oligolepis pertencente a bacia do Rio Tocantins com 2n = 50 cromossomos,
distribuidos em 5 pares m, 16sm e 4 st e além do numero dipléide modal, todos
os individuos apresentaram microcromossomos supranumerarios variando de 0
a 10 em ambos os sexos. O padrdao de banda C evidenciou blocos
heterocroméaticos localizados principalmente na regido pericentromérica e nos
microcromossomos. A impregnacao por nitrato de prata usada para evidenciar
as regides organizadoras de nucléolos (Ag-RONSs), apontou uma variagao no
padrao de distribuicdo desses sitios, sendo que alguns se mostraram positivos
e coincidentes quando corados pelo fluorocromo GC-especifico cromomicina.

Palavras-chave: Moenkhausia, supranumerario, cromossomo, Tocantins.

Abstract:

Several species of the genus Moenkhausia were studied cytogenetically and B
chromosomes are considered as an interesting feature in species of this group.
These dispensable supernumerary elements that not recombine with the
standard karyotype and follow their own evolutionary mechanism vary in
number, morphology and distribution. In this study show cytogenetic data of a
population of Moenkhausia oligolepis belonging to the Tocantins River basin,

with 2n = 50 chromosomes , divided intro 5 pairs m, 16sm and 4st and beyond
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the modal diploid number, all specimens, showed supernumerary
microchromosomes ranging from 0 to 10 in both sexes. The standard C-band
showed heterochromatic blocks located mainly in the pericentromeric and
regions of microchromosomes. The impregnation by silver nitrate (Ag-NORs),
used to reveal the nucleolar organizer regions showed a variation in the pattern
of distribution of these sites, some of which proved positive and consistent
when stained by the GC-specific chromomycyn.

Key-words: Moenkhausia, supernumerary, chromosome, Tocantins.

3.1 Introducao

Na familia Characidae, os cromossomos Bs, ocorrem com relativa
freqliéncia. Estes sdo elementos que apresentam caracteristicas diferenciadas
com relagdo ao numero, tamanho, morfologia e distribuicao relacionada ou nao
ao sexo (PORTELA-CASTRO et al., 2001).

Segundo Futuyma (1997), animais aquaticos mostram uma maior
diversidade regional em regides montanhosas onde ha sistemas de rios
isolados e o isolamento geografico de espécies de peixes nas cabeceiras dos
rios pode levar estas comunidades a processos evolutivos importantes,
culminando na especiagao por alopatria. Além disso, sistemas de rios tropicais
de grande porte admitem que algumas espécies de peixes se isolem
geograficamente nas cabeceiras de seus ftributarios, através de barreiras
intrapopulacionais fisicas, quimicas ou bioticas, permitindo que estas evoluam
dentro do préprio sistema (LOWE-McCONNEL, 1969).

Portela et al. (1988) encontraram 2n = 50 cromossomos dos tipos meta e
submetacéntricos em Moenkhausia intermedia e Moenkhausia costae, e
sugerem que apesar deste género ser bem mais relacionado a Astyanax, ele
pode ter conservado um cariétipo ancestral entre os Tetragonopterinae.

Em Moenkhausia sanctaefilomenae, analise através da técnica de
hibridizacdo fluorescente in situ (FISH), confirmou a presenca de regides
organizadoras de nucléolos (RONs) também localizados sobre os
cromossomos B (SOBRINHO et al., 2006), descrevendo o primeiro caso de
cromossomos B com genes ativos em peixes Neotropicais.

Percebe-se entdo que a evolugéo cariotipica dos peixes ainda precisa
ser mais amplamente analisada. Sdo muitos os processos pelos quais o0s
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cariétipos podem sofrer modificacdes, numéricas ou morfoldgicas, ao longo de
sua evolucdo. Além do mais, cada grupo pode ter sua evolugédo cariotipica
explicada por um processo diferente em que alguns se caracterizam por um
sistema mais variavel ao passo que outros sdo explicados por modelos mais
conservadores em termos de numeros dipldides ou morfologia cromossémica
(OLIVEIRA et al., 2009).

Marcadores citogenéticos apresentam potencial informativo para varios
niveis sistematicos, desde a avaliacdo dos niveis de variacao genética até o
teste de hipoteses evolutivas em grandes grupos (NIRCHIO; OLIVEIRA, 2006).
Aqui visamos abordar aspectos da macro e microevolucao cariotipica em uma

espécie do género Moenkhausia ainda ndo explorada sobre este aspecto.

3.2 Material e Métodos

Foram analisados 18 exemplares (6 machos, 6 fémeas e 6 com sexo
indeterminado) de M. oligolepis, coletados no Coérrego Taboquinha (bacia do
Rio Tocantins) (10°47°11.12”S 48°213’'16.57”’W) na regido de Monte do Carmo-
TO.

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

As preparag6es cromossémicas foram obtidas a partir de células do rim
anterior como descrito por Bertollo et al. (1978) e Foresti et al. (1993). A
heterocromatina constitutiva foi evidenciada por meio da técnica de banda C
descrita por Sumner (1972), enquanto as regides organizadoras de nucléolos
foram detectadas pelo emprego do nitrato de Prata coloidal (AgRONs) segundo
Howell e Black (1980). As heterocromatinas ricas em bases GC foram coradas
pela técnica de coloracdo com Cromomicina Az contracorada com Distamicina
segundo o protocolo de Schmid (1980). A morfologia de cada cromossomo foi

estabelecida conforme a nomenclatura proposta por Levan et al. (1964).
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3.3 Resultados

Moenkhausia oligolepis (Figura 7b) apresentou 2n = 50 cromossomos
para machos e fémeas como numero dipldide modal e férmula cariotipica
composta por 5 pares de cromossomos m, 16sm e 4st com numero de bragos
cromossoémicos representados pelo numero fundamental NF = 100 (Figura 7a).
Além dos cromossomos do complemento padrédo, foram encontrados
cromossomos supranumerarios em aproximadamente 80% das metéfases
analisadas variando de 0 a 10 por célula (Figura 7f-g). As AQRONs foram
caracterizadas por uma variagdo no numero de cromossomos marcados
caracterizando um padrao multiplo (Figura 7c-d). A analise da distribuicao da
heterocromatina constitutiva pelo bandamento C no cariétipo mostrou blocos
marcados principalmente na regido centromérica dos cromossomos do
complemento A, enquanto os microcromossomos se mostraram parcialmente
heterocromaticos (Figura 7e).

O emprego do fluorocromo CMA;3 evidenciou marcas teloméricas em
alguns cromossomos (Figura 7h), sendo que algumas foram correspondentes
aos cistrons ribossémicos verificados pela Prata.
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Figura 7 — Moenkhausia oligolepis do Coérrego Taboquinha. Cariétipo (a), exemplar (b), metafases

indicando os sitios de Ag-NOR (c-d), o bandamento C (e), metafases com 3 (f) e 10 (g) cromossomos B e
os sitios de Cromomicina As (h).

3.4 Discussao

Varias espécies de Characidae apresentam populacées pequenas,
sobretudo aquelas que representam taxons caracteristicos de ambientes de
cabeceiras de rios ou ambientes de pequenos riachos. Castro (1999) ressalta
que muito da fauna das cabeceiras dos rios ainda esta por ser descrita na
regidao Neotropical, e provavelmente serd constituida de peixes de pequeno
porte.

Nesse contexto, a aplicacdo de técnicas de marcagdo cromossOmica
diferencial em algumas espécies de peixes tem ajudado na caracterizagao de
varios grupos caracteristicamente habitantes de cabeceiras e pode ser de
grande valor na definicdo de muitas unidades taxonémicas ainda nao descritas.

Especificamente em relacdo ao género Moenkhausia, o estudo dos

cromossomos B tem sido de grande valia no sentido de se buscar um melhor
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entendimento dos mecanismos relacionados a sua origem (MAISTRO et al.,
2000).

As espécies M. sanctaefilomenae e M. oligolepis apresentam morfologia
semelhantes, como o olho vermelho e corpo prateado com mancha preta na
cauda. Segundo Lima et al. (2003), M. oligolepis ocorre nas Guianas e na bacia
dos Rios da Amazénia, enquanto M. sanctaefilomenae esta distribuida nas
bacias dos Rios Parnaiba, S&o Francisco, Alto Parana, Paraguai e Uruguai.

Anadlises detalhadas de M. oligolepis revelaram que novas espécies
similares ocorrem em simpatria na bacia do Rio Paraguai, sugerindo que esta
espécie corresponda a um complexo de espécies e ndo uma Unica espécie
(BENINE et al., 2009).

Foresti et al. (1989) encontraram uma variacdo de 1 a 8
microcromossomos em ambos 0s sexos de M. sanctaefilomenae, ao passo que
nesta mesma espécie Portela-Castro et al. (2001) encontraram de 0 a 2
cromossomos B, presentes apenas nos machos.

O numero cromossémico de 2n = 50 também foi encontrado em M.
intermedia e M. costae estudados por Portela et al. (1988). Esses autores
encontraram cromossomos do tipo meta e submetacéntricos e a presenca de
um pequeno cromossomo supranumerario em M. intermedia e sugerem que
espécies deste género retiveram um provavel cariétipo ancestral dos
Tetragonopterinae composto por 50 cromossomos M-SM. Os novos estudos
realizados nas espécies deste género poderdo contribuir na validacao desta
hipétese, pois no presente trabalho e em outros ja realizados (PORTELA-
CASTRO; JULIO Jr., 2002; DOMINGOS, 2008) foram encontrados também
cromossomos do tipo ST, assim como um numero cada vez maior de
supranumerarios, o que poderia indicar um evento de quebras e rearranjos no
complemento padrao seguido do aumento de microcromossomos.

Em uma populacdo de M. sanctaefilomenae, coletados no ribeirdo
Araqud, regido de Botucatu, SP foi encontrado 2n = 50 e uma variagao inter e
intra-individual de microcromossomos B com freqiéncia de 0 a 6, foi
encontrado também sitios de rDNA 18S e coloracdo diferencial apdés a
utilizacdo de DAPI/CMA3; nos cromossomos B desta espécie (SOBRINHO-
SCUDELER et al., 2008). Estes dados demonstram a alta diversificacdo
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cromossémica neste grupo, particularmente quanto ao comportamento dos
cromossomos B.

Num estudo anterior nesta espécie de M. oligolepis aqui estudada,
Domingos (2008) coletou individuos do Rio Araguaia e também detectou 2n =
50 cromossomos e a presenca de até 3 cromossomos Bs nos machos, as
AgRONSs se revelaram simples, ou seja, com apenas um par de Cromosomos
marcado. Apesar da diferenga na quantidade de cromossomos
supranumerarios e no padrdao de AgRONSs, estes dados mostram-se
semelhantes aos encontrados no presente trabalho, confirmando o nimero e a
morfologia dos pares cromossdémicos, as quais se diferiram apenas na
quantidade de cromossomos subtelocéntricos.

Dessa forma, o presente trabalho, mostra pela primeira vez dados
citogenéticos de M. oligolepis pertencente a bacia do Rio Tocantins e a
presenca de até 10 microcromossomos nunca antes observada. Estes achados
podem estar relacionados as caracteristicas intrinsecas de corregos de
cabeceira desta bacia, a qual possui uma riqueza populacional necessaria de
estudos adicionais.
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