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RESUMO
Os ciclideos sdo considerados peixes secundarios adaptados a agua doce e distribuidos
principalmente pela Africa, América Central ¢ América do sul. Nesse trabalho foram
realizados estudos citogenéticos em 24 espécies representantes das principais subfamilias
de ciclideos sul-americanos com o objetivo de fornecer contribuigdes ao entendimento das
tendéncias que governam a evolug¢do cromossdmica no grupo. Para isto foram realizadas
analises da macroestrutura cariotipica através de coloragdo convencionais com Giemsa,
localizagdo das regides organizadoras de nucléolo (RONs) através de coloragdo com
Nitrato de Prata e identificagcdo de regides heterocromaticas através de bandamento C. A
analise da macroestrutura cariotipica revelou que, embora eventos de rearranjos
cromossOmicos ocorreram no grupo, os ciclideos mantém ainda as caracteristicas basais do
cariotipo dos Perciformes composto por 48 cromossomos subtelo-acrocéntricos. As RONs
estiveram presentes em um Unico par cromossomico, porém em posi¢des variaveis,
caracterizando a ocorréncia de rearranjos envolvendo estes cromossomos. Embora blocos
de heterocromatina tenham sido identificados principalmente no centrdmero de todas as
espécies analisadas, algumas espécies apresentaram grandes segmentos heterocromaticos
intersticiais caracterizando eventos de ganhos de heterocromatina que levaram a
diferenciagdo de cariotipos especificos. As analises citogenéticas realizadas mostram que,
embora aparentemente conservada, a estrutura cariotipica dos ciclideos tem sofrido

inimeros rearranjos ao longo da sua historia evolutiva.
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ABSTRACT

Cichlids are considered secondary fish adapted to the freshwater and distributed mainly in
Africa, Central America and South America. Cytogenetic studies in 24 representative
species of the main subfamilies of South American cichlids were conducted with the
objective to supply informations about the chromosome evolution in the group. The
karyotype macrostructure was analized through Giemsa stainning an localization of the
nucleolar organizer regions (NORs) through silver staining technique and the identification
of heterochromatic regions through C-banding. The analysis of the karyotype
macrostructure showed that although events of chromosome rearrangements occurred in
the group, the cichlids still mantain the basic karyotype structure of Perciformes with 48
subtelocentric and acrocentric chromosomes. The NORs were observed in only one
chromosome pair, however in different positions, characterizing the occurrence of
rearrangements involving the NOR-bearing chromosomes. Although heterochromatic
blocks have been mainly identified in centromeres of all analyzed species, some species
presented large interstitial heterochromatin segments characterizing events of
heterochromatin accumulation that had lead to the differentiation of specific karyotypes.
Although the cytogenetic data obtained showed an apparently conserved chromosome
structure, the cichlid karyotipes have suffered rearrangements throughout its evolutionary

history.



1. INTRODUCAO
1.1. Consideracdes gerais sobre a citogenética de peixes.

Os peixes apresentam grande diversidade morfoldgica, ocupam uma ampla
diversidade de habitats e apresentam uma histéria evolutiva bastante peculiar. Essas
caracteristicas fazem com que a compreensdo da sua sistematica e historia evolutiva seja um
tema ainda sujeito a muita discussdo tornando-os um excelente material basico nos estudos
voltados a questdes adaptativas, taxondmicas e evolutivas. Dos peixes-bruxas e lampreias aos
tubardes, linguados e peixes pulmonados, os peixes formam um grupo bastante amplo. Os de
nadadeiras raiadas s3o os que dominam em numero de espécies e sdo mais intimamente
relacionados aos mamiferos do que em relagdo aos peixes cartilaginosos. (Nelson, 2006).

A citogenética tem se mostrado um ramo dindmico da ciéncia que se adapta as
necessidades e as novas tecnologias, mantendo-se sempre como uma area em destaque na
genética. Assim, especialmente em peixes, onde sdo varios os problemas ja abordados,
juntamente com outros que surgem a todo o momento, ha muito a ser investigado. Um dos
primeiros trabalhos relativo a citogenética de peixes neotropicais a aparecer na literatura data
de 1943 e outros surgiram somente nas décadas de 60 e 70 (Thompson, 1979). A partir desse
periodo ocorreu um franco crescimento na citogenética, sendo cada vez maior o nimero de
laboratérios espalhados pelo Brasil e outros paises da América do Sul envolvidos com esse
tipo de pesquisa.

Apesar de estudos citogenéticos envolvendo os peixes terem gradativamente
aumentado ao longo dos ultimos anos, o conhecimento nesse campo ¢ muito restrito se
comparado a outros grupos, como por exemplo, mamiferos. Porém a evolucdo das técnicas e a
qualidade das preparagdes cromossdmicas permitiram um aumento sensivel no nimero de
espécies estudadas e a descricdo das suas caracteristicas cromossdmicas, contribuido de
maneira marcante para um melhor entendimento das estruturas genéticas, questdes evolutivas
e sistematicas desse grupo (Ojima, 1983; Martins, 2006). Informacdes cromossdmicas sobre
os peixes de aguas continentais cobrem um total de 78% das espécies conhecidas. Por
exemplo, das 1334 espécies de peixes neotropicais de agua doce (Lowe-McConnel, 1999),
cerca de 1045 delas ja possuem dados cariotipicos (Oliveira, em publicagio).

Estudos citogenéticos em peixes, também t€m contribuido para a selecdo de matrizes
reprodutoras e para criacdo em cativeiro de linhagens apropriadas a comercializagdo de
proteina animal (Martins ef al., 2002).

Outra ferramenta importante que trouxe e continua trazendo contribui¢des substanciais

sd0 os marcadores citogenéticos. Com essas ferramentas, se torna possivel determinar a
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caracterizacdo de populacdes, espécies e grupos supra-especificos de peixes, incluindo nio
somente niumero cromossdmico e formula cariotipica, mas também sistemas de cromossomos
sexuais diferenciados, cromossomos supranumerarios, numero ¢ localizagdo das regides
organizadoras de nucléolos (RON), distribuicdo da heterocromatina constitutiva,
bandeamento G e R e coloragéo por fluorocromos base-especificos (Almeida-Toledo, 1998).

Até a metade do século passado, a sistematica baseava-se exclusivamente na analise da
variagdo morfologica dos organismos. Com o advento da genética e da biologia molecular, os
estudos dos acidos nucléicos (DNA, RNA), proteinas e cromossomos, além dos caracteres
morfoldgicos, tornaram-se importantes marcadores, contribuindo para a compreensdo da

diversidade bioldgica representada em popula¢des ou grupos em estudo (Martins, 1997).

1.2. A Ordem Perciformes

Perciformes ¢ a maior ¢ mais diversificada ordem dos vertebrados, compreendendo 20
subordens, 160 familias, cerca de 1.540 géneros e aproximadamente 10.033 espécies. Pelo
menos 52 familias possuem um Unico género dos quais 23 sdo monotipicos ¢ outros 21
possuem 100 ou mais espécies. Das 20 subordens, trés (Percoidei, Labroidei e Gobioidei)
compreendem 75% desta ordem. Das 160 familias, somente oito sdo representativas
(Gobiidae, Cichlidae, Serranidae, Labridae, Blenniidae, Pomacentridae, Apogonidae e
Sicanidae) e juntas, com 5.479 espécies constituem cerca de 55% de todos os Perciformes.
Estdo presentes em quase todos os ambientes aquaticos com ocorréncia mais freqiiente
(aproximadamente 80% das 9.283 espécies) nos mares e oceanos. Como ¢ um grupo basal
dentro de Teleostei, acredita-se que diversos outros grupos tenham se derivado de Perciformes
(Brum e Galetti Jr., 1997; Nelson, 2006).

Este grupo, apesar de ser ecologica e morfologicamente diverso, alcangcou um nivel
evolutivo significante quando comparado com outros teledsteos inferiores. Além disso, ¢ tido
como um grupo polifilético devido a falta de caracteristicas especializadas ou combinagdes
destas que o caracterizem como monofilético (Lauder e Liem, 1983; Brum, 1995; Nelson,
2006).

Muitos dos peixes marinhos de grande importincia econdmica estdo presente na
ordem Perciformes. Estes apresentam padrdes de cores fascinantes tornando as espécies de
pequeno porte muito atraente para os aqariofilistas e as de grande porte como fonte de
alimentagdo e pesca esportiva (Axelrod, 1996), podendo se destacar alguns muito conhecidos

como: garoupas ¢ badejos (Serranidae), pampos (Carangidae), vermelhos (Lutjanidae),
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cocorocas (Haemulidae), curvinas e pescadas (Sciaenidae), robalos (Centropomidae), entre

outros (Brum, 1995).

1.3. Consideracdes gerais sobre a Familia Cichlidae

Dentro da ordem Perciformes a sub-ordem Labroidei ¢ composta por seis familias com
219 géneros ¢ aproximadamente 2.234 espécies formando um clado monofilético. A
monofilia desse grupo ¢ sustentada por caracteres da regido da faringe principalmente a
mandibula faringeal, especializada em processar alimentos. Do total de espécies de Labroidei,
1.275 pertencem a familia Cichlidae formando um dos maiores grupos de peixes teledsteos,
ocupando o quarto lugar entre os peixes em ntimero de espécies (Nelson, 2006).

De acordo com Nelson (2006), a posi¢do taxondmica desta familia ¢ a seguinte:

Classe — Osteichthyes
Sub-Classe — Actinopterygii
Infra-Classe — Teleostei
Divisio — Euteleostei
Infra-Divisido — Neoteleostei
Super-Ordem — Acanthopterygii
Série — Percomorpha
Ordem — Perciformes
Sub-Ordem — Labroidei

Familia — Cichlidae

A familia Cichlidac Bonaparte 1840 ¢ um grupo que possui maior quantidade de
espécies entre os peixes teledsteos: espécies espalhadas principalmente na Africa Tropical e
América do Sul; além disso, esta ¢ uma das poucas familias de peixes tropicais cuja monofilia
¢ praticamente incontestavel (Marescalchi, 2005).

Apesar de serem menos expressivos quanto ao numero de espécies quando
comparados aos ciclideos africanos, os ciclideos Neotropicais sdo extremamente variados em
morfologia, comportamento e ecologia (Nelson 2006). Desde 1906 quando Regan (1906)
revisou completamente o grupo, o numero de espécies e géneros tém crescidos
consideravelmente (Thompson, 1979); Kullander e Nijssen (1989) descreveram 239 espécies
e 36 géneros incluindo seis novas espécies e trés géneros descritos por eles mesmos

(Marescalchi, 2004). Hoje, ha dados informativos de 450 espécies ja descritas (Kullander,



4
2006). Entretanto, dados citogenéticos ainda sdo baixos (menos de 25%) segundo Oliveira
(em publicag¢do).

Os ciclideos compreendem uma familia rica em espécies com uma taxa de especiagio
extremamente rapida e s@o formados por peixes altamente especializados de acordo com
alguns autores (Kornfield, 1978; Thompson, 1979). Os ciclideos sdo reconhecidos como um
grupo natural destacando-se pelo grande sucesso evolutivo e alta taxa de especiacdo e
especializacdo. A mais espetacular radiacdo observada entre os vertebrados € representada
pelos ciclideos dos lagos do leste da africa, onde em pelo menos 10 milhdes de anos surgiram
quase 2.000 espécies a partir de um Unico ancestral (Kocher, 2004). Sdo considerados peixes
de agua doce secundarios, identificados como um grupo de espécies que evoluiram a partir de
grupos marinhos. Possuem habitos diurnos, fazem ninhos, cuidam da prole protegendo os
ovos ¢ jovens. Podem adaptar-se a ambientes de condigdes extremas, apesar de preferirem
ambientes 1énticos (Feldberg et al., 2003).

Os ciclideos foram os principais peixes tropicais a apresentarem uma distribuicio
geografica natural das planicies do continente ancestral Gondwanna. Seus fdsseis mais
antigos datam do Eoceno na América do sul e do Oligoceno da Africa e sdo altamente
especializados em relagdo ao niimero de dentes assemelhando-se muito aos atuais. Assim,
acredita se que tenham surgido ainda no Cretaceo e se diferenciando anteriormente a
fragmentacdo da Gondwanna ha mais de 100 milhdes de anos (Stiassny, 1987; Nelson, 2006;
Wikipédia, 2006).

Com a fragmentacdo da Gondwanna (entre 135 a 65 milhdes de anos), dois grupos
teriam se formado distintamente: os ciclideos africanos (Velho Mundo) e os ciclideos
sulamericanos. Da América do Sul atingiram a América Central ¢ sul da América do Norte
(mais precisamente no México) (Murray, 2001).

A maior parte das espécies esta na Africa, sendo muitas endémicas dos lagos da regido
central (Lagos Kivu, Edward, Vitoria, Malawi, Tanganyika, entre outros), ocorrendo também
em outros lagos menores. Encontram se, ainda, ciclideos em rios, riachos e charcos por toda
Africa Ocidental, Africa do Sul e Madagascar. Na Asia, provavelmente, ha apenas trés
espécies naturais. Nao ha registros da ocorréncia de ciclideos na Australia, Nova Zelandia,
Artico ou Antartico, Canadé, Alasca, Europa e Japao (Kullander, 1998; Axelrod, 1989).

Os ciclideos africanos podem ser divididos em trés grandes grupos: (1)
Pelmatochromine, (2) Haplochromine e (3) Tilapiine (Lowe-McConnell, 1999). Os
haplocromineos da Africa Central ¢ Leste, especialmente aqueles dos grandes lagos do Rift

Valley, t€ém passado por um evento de especiagdo extraordinario. Acredita-se que
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aproximadamente 500 espécies tenham se diferenciado em um tempo extremamente curto
(12.400 anos) a partir de uma tunica espécie ancestral. Mesmo com estimativas baixas do
numero de espécies e sua idade elevada, os haplocromineos ainda representam um dos mais
intrigantes exemplos de especiagio e diversificacdo em vertebrados (Galis & Metz, 1998).

A tribo Tilapiini, cujas espécies sdo comumente denominadas de tilapias, inclui os
géneros Sarotherodon, Oreochromis ¢ Tilapia, ¢ um quarto género, Danakilia, que possui
uma Unica espécie. Em contraste com as espécies de haplocromineos, altamente
especializadas, os tilapiineos apresentam um plano corporal mais geral e sdo freqiientemente
habitantes de rios, enquanto que a maioria dos haplocromineos vive em lagos. Pela sua
morfologia menos especializada, os tilapiineos sdo altamente adaptaveis a habitats ecoldgicos
diversos e presumivelmente menos propensos a extingdo (Klett & Meyer, 2002).

Embora aproximadamente 70 espécies recebam a denominagdo de “tilapia”, somente
Oreochromis niloticus, O. mossambicus, O. aureaus, O. urolepis hornorum ¢ seus hibridos,
tém grande importancia na piscicultura mundial. O sabor suave da carne, padrdo de coloragéo
do corpo, a reprodugdo em cativeiro sem necessidade de indug¢do hormonal, o cuidado
parental e a tolerancia a diferentes condigdes ambientais tornam as tilapias ideais para a
aquicultura (Watanabe et al., 2002).

Em contraste com seus parentes dos lagos africanos, a maioria das espécies sul-
americanas ¢ amplamente distribuida. Como esse grupo ndo possui um periodo especifico
para reproducdo, com mais de uma geragdo anual, ¢ possivel a fixacdo de novas
recombinagdes genéticas. Além do mais, o fato de serem territorialistas, favorece o processo
evolutivo (Martins-Santos et al., 2005).

No Brasil, os ciclideos representam apenas 6% da fauna de peixes de dgua doce. Sua
distribuicdo no territdrio nacional é ampla, ocorrendo desde o norte até o Rio Grande do Sul.
Na Amazonia, os ciclideos sdo peixes muito comuns, com grande nimero de espécies ¢
alguns, como o tucunaré (Cichla sp) e apaiari (Astronotus sp), sdo de grande importancia na
alimentagdo de popula¢des humanas (Feldberg, 1985a).

Apesar de haverem espécies de ciclideos africanos introduzidas em diversos paises do
mundo (principalmente a tilapia do Nilo), o numero de espécies validas para a América do

Norte, Central e do Sul é de 406 alocadas em 51 géneros (Kullander, 1998, 2003).

1.4. Aspectos genéticos e citogenéticos da Familia Cichlidae
Do ponto de vista genético, o conhecimento do genoma de espécies de ciclideos ¢

ainda preliminar, ¢ muito aquém do que ja se conhece para o “pufferfish” e o “zebrafish”.
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Devido a sua importancia cientifica tanto para a biologia fundamental como aplicada, os
estudos genéticos relacionados ao mapeamento do genoma de espécies de ciclideos sdo
oportunos e certamente necessarios. Embora nas ultimas décadas estudos genéticos tenham
sido realizados em um grande nimero de espécies de ciclideos, tais andlises foram
principalmente direcionadas para o conhecimento basico da estrutura cariotipica e poucos
trabalhos foram realizados visando o estudo da macro estrutura cariotipica, como
mapeamento cromossémico, com a utilizacdo de sondas de DNA ou outros estudos genético-
moleculares. Dentre os ciclideos, a espécie Oreochromis niloticus (tilapia do Nilo) e
Haplochromis chilotes sdo as que mais tem recebido atengdo dos pesquisadores em relagdo a
organizagdo e localizagdo de seqiiéncias de DNA, mapeamento genético e fisico nos seus
cromossomos (Katagiri et. al., 2001: Watanabe et. al.,, 2003). Dados sobre mapeamento
cromossomico de seqiiéncias repetitivas de DNA foram reunidos por Martins e colaboradores
(2004) em uma primeira tentativa em construir um mapa cromossomico para esta espécie. Em
relacdo aos ciclideos sul-americanos a maioria das informagdes existentes sobre genética esta
relacionada a dados cariotipicos ¢ analises da filogenia das espécies.

Diversas filogenias com base em caracteres morfoldgicos e moleculares vém sendo
propostas ha quase um século por varios autores (p. ex. Pellegrin, 1904; Regan, 1906, 1920,
1922b; Vandewalle, 1971; Trewavas, 1973, 1983; Greenwood, 1974a, 1978, 1987a, Cichocki,
1976; Stiassny, 1981a, 1987; Kullander,1983b, 1984; Oliver, 1984) com o intuito de
contribuir para a compreensdo da histdria evolutiva dos ciclideos, inclusive possibilitando a
elucidacdo de algumas lacunas em relagdo a sua constitui¢do como grupo natural (Stiassny,
1991; Feldberb et al., 2003).

Kullander (1998) propds uma nova filogenia para a familia Cichlidae baseado em 91
caracteres morfologicos de 43 espécies sul-americanas e 7 espécies do velho mundo. Segundo
esta hipotese, as subfamilias Etroplinae (Ciclideos de Malaga na India) e Pseudocrenilabrinae
(Ciclideos Africanos) s@o grupos proximos e formam um grupo irmao de todos os ciclideos.
Nessa proposta, os ciclideos sul-americanos estdo organizados nas seguintes subfamilias:
Retroculinae; Cichlinae; Astronotinae; Geophaginae e Cichlasomatinae (Figura 1).

Outra andlise filogenética realizada na familia Cichlidae, utilizando DNA
mitocondrial, demonstrou que os ciclideos neotropicais formam um grupo monofilético tendo
Retroculus (Retroculinaeg) como grupo basal. Além disto, demonstram portar niveis
significativos de variacdo genética do que os africanos, apesar do menor numero de espécies

(Farias et al., 2000).
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Figura 1 - Arvore filogenética da familia Cichlidae.

Fonte: KULLANDER (2006).

Etroplus

Ptychochromis

Tylochromis

Hemichromis

Sarotherodon

Astatotilapia

Retroculus (3 espécies)

Cichla (5 espécies validas)

Crenicichla (74 espécies validas)
Teleocichla (7 espécies validas)
Heterochromis  (g@nero africano)
Astronotus (8 espécies validas)
Chetobranchopsis (3 espécies validas)
Chaetobranchus (5 espécies validas)
Acarichthys heckelii

Guaianacara (4 espécies validas)
Biotoechus (2 espécies validas)
Crenicara (7 espécies validas)
Dicrossus (2 espécies validas)
Mazarunia mazarunii

Microgeophagus (2 espécies validas)
Apistogrammoides pucallpaensis
Biotodoma (2 espécies validas)
Geophagus (21 espécies validas)
Gimnogeophagus (9 espécies validas)
Apistograma (65 espécies validas)
Satanoperca (7 espécies validas)
Taeniacara candidi

Acaronia (2 espécies validas)
Hoplarchus psittacus (Heckel, 1840)
Caquetaia - (4 espécies vélidas)
Cichlasoma atromaculatum
Cichlasoma facetum

Hypselecara (2 espécies validas)
Heroina isonycterina (Kullander, 1996)
Symphysodon (2 espécies validas)
Uaru (2 espécies validas)

Heros (4 espécies validas)
Mesonauta (6 espécies validas)
Pterophyllum (3 espécies validas)
Aequidens (20 espécies validas)
Cichlasoma (38 espécies vélidas)
Laetacara (4 espécies vélidas)
Cleithracara maronii (Steindachner, 1881)
Nannacara anomala (Regan,1905)
Nannacara adoketa (Kullander e Prada-Pedreros,1993)
Aequidens hoehnei (Miranda-Ribeiro, 1918)
Bujurquina (17 espécies validas)
Krobia (2 espécies validas)

Aequidens latifrons (Steindachner, 1878)
Aequidens ruvulatus (Gunter, 1859)

Tahuantinsuyoa (2 espécies validas)
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Com o desenvolvimento de técnicas basicas para andlise citogenética de peixes,
inameros trabalhos tém sido direcionados a investigacdo cromossomica destes organismos.
Com excecdo de diversos estudos envolvendo citogenética molecular realizados em O.
niloticus, os estudos cromossdmicos desenvolvidos em diversas espécies de ciclideos
baseiam-se exclusivamente em analises citogenéticas basicas utilizando Giemsa, coloragéo
Ag-RON e Bandamento C.

Os ciclideos s3o os peixes mais estudados citogeneticamente dentro da ordem
Perciformes. Dentre as 1045 espécies que contém dados cariotipados, 112 sdo da familia
Cichlidae, representando pouco menos do que 25% do total de espécies de ciclideos (Oliveira
et al., em publicagdo). Os estudos citogenéticos em ciclideos foram realizados,
principalmente, a partir de 1975, podendo destacar os trabalhos de Oyhenart-Perera et al.
(1975), Michele & Takahashi (1997), Kornfield et al. (1978), Thompson (1979), Vervoort
(1980) e Feldberg & Bertollo (1985).

Thompson (1979) levantou informagdes sobre o cariotipo de 41 espécies de ciclideos
Neotropicais com preparacdes em Giemsa sendo entdo a Unica técnica utilizada para fazer a
analise, onde somente a morfologia dos cromossomos pode ser verificada.

Até 1979, eram conhecidos os numeros haploide-diploide de poucas espécies de
ciclideos (em torno de 60). O trabalho de Thompson (1979) forneceu o primeiro cenario para
o entendimento de padrdes de evolugdo dos cariotipos dessa familia. Kornfield (1984)
apresentou informagdes sobre analises cromossdmicas de 70 espécies. Feldberg & Bertollo
(1985) analisaram os caridtipos de 10 espécies de ciclideos embora 5 delas ja haviam sido
submetidas a estudos citogenéticos. Diversos outros trabalhos seguiram acrescentando novas
espécies a lista dos ciclideos citogeneticamente estudados.

De acordo com estes trabalhos o caridtipo ancestral dos ciclideos € representado por
2n=48 cromossomos acrocéntricos ¢ assim qualquer diferenga desta condig¢do representaria
uma derivacdo evolutiva deste estado. Por exemplo, a variagdo cromossomica em Etroplinae ¢
de 46 a 48 cromossomos ¢ para o clado Pseudocrenilabrinae é de 32 a 48 cromossomos.
Considerando que 2n=48 acrocéntricos representa o numero diploide ancestral para a familia,
isto sugere que a evolugcdo cromossdmica nos dois clados mais basais ocorreu em duas
diregdes: mantendo o numero diploide de 2n=48 e decrescendo a partir deste nimero
(provavelmente pela fusdo cromossomica devido a presenga de cromossomos com dois bragos
em varias espécies). Comparados aos Neotropicais, os ciclideos do Velho Mundo apresentam
menos variacdo cariotipica, tanto em relacdo ao numero dipldide quanto em estrutura

cromossOmica.
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Por outro lado, a variagdo cromossdmica dos ciclideos do Novo Mundo ¢ mais
pronunciada, com o numero dipléide variando entre 38 a 60 cromossomos, evidenciada em
linhagens derivadas de Cichlasomatinae e Geophaginae. Com base nesses dados foram
sugeridas trés dire¢des evolutivas para esse clado: a primeira direcdo € caracterizada pela
manutencdo de 2n=48 cromossomos acrocéntricos, ou com poucos Cromossomos meta-
submetacéntricos, devido principalmente a inversdes pericéntricas. Esta tendéncia evolutiva
estd presente em espécies das subfamilias Cichlinae, Astronotinae, Geophaginae e
Cichlasomatinae. A segunda tendéncia evolutiva inclui um decréscimo em nimero diploide
em paralelo a um grande numero de cromossomos de dois bracos (m-sm), sugerindo fusdes
cromossOmicas e inversdes pericéntricas. Essa dire¢do ¢ visivel nas subfamilias Geophaginae
e Cichlasomatinae. A terceira dire¢do resulta de um aumento no nimero diploide (2n=50 a
52), embora a maioria dos cromossomos permanega acrocéntrica sugerindo um carater
derivado devido a inversdes pericéntricas e subseqiientes fissdes céntricas, explicando o
crescente numero diploide. Essa direcdo evolutiva estd presente somente em espécies da
subfamilia Cichlasomatinae. Dessa ultima subfamilia, o género Symphysodon ainda requer
uma analise mais detalhada para o entendimento da principal tendéncia evolutiva. Este género
possui somente duas espécies descritas e apresenta um cariétipo incomum tanto dentro dos
ciclideos Neotropicais quanto dentro dos Perciformes em geral. O niimero diploide maior que
48 foi encontrado somente em 13 espécies. As duas espécies de Symphysodon apresentam
2n=60 cromossomos, principalmente do tipo m-sm (Feldberg et al. 2003).

As variagdes que mantém o numero dipldide tém sido atribuidas a mecanismos de
rearranjos estruturais principalmente inversdes pericéntricas enquanto que aqueles que
modificam o nimero cromossémico sdo atribuidos a fissdes e fusdes céntricas. O padrio tem
sido o mais freqiiente entre os ciclideos e grande responsavel por variagdes intra e inter-
especifica (Brum e Galetti, 1997; Fedberg et al, 2003). Porém, polimorfismo entre os
Perciformes o qual envolve rearranjos Robertsonianos tem sido relatado principalmente em
Gobids (Thode et al., 1985; Giles et al., 1985).

Os ciclideos, de uma forma geral, apesar de constituirem uma unidade filogenética,
tém apresentado muitas divergéncias no interrelacionamento entre seus clados. Mesmo com
os avangos ja alcangados, restam ainda muitas dividas em relagdo aos mecanismos
cromossdmicos que tiveram envolvimento na diversificagdo cariotipica dos ciclideos. Com o
advento de novas linhas de pesquisas baseadas em caracteres cromossémicos, como a

citotaxonomia, espera-se compreender melhor a filogenia deste grupo.
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral deste estudo é fornecer contribui¢des ao entendimento da histéria
evolutiva dos ciclideos com base em analises cromossOmicas. Diante disso, sdo objetivos
especificos do presente trabalho:

e Realizar analises citogenéticas comparativas em espécies de ciclideos Sul
Americanos.

e Elaborar uma hipdtese de evolu¢do cromossomica para os ciclideos Sul

Americanos.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Materiais
3.1.1. Local de Coleta

Foram utilizadas nas andlises citogenéticas 24 espécies de peixes da familia Cichlidae
(Tabela 1, Figura 2 e 3), coletados em seis bacias hidrograficas: 1) Bacia do Parana; 2)
Bacia do Ribeira; 3) Bacia do Atlantico Sul; 4) Bacia do pantanal; 5)Bacia do Tocantins;
6) Bacia do Orinoco (Figura 2). Os locais de coletas estdo descritos na Tabela 1.

Figura 2 — Mapa da América do Sul situando os locais de coletas (os niimeros se referem aos
locais de coletas).
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Tabela 1 — Espécies analisadas e locais de coletas (Os numeros ao lado da Bacia se referem ao
local de coleta no mapa da figura 1).

Espécie

Origem

Bacia hidrografica

Acaronia nasa

Sao Felix do Araguaia

Bacia do Tocantins (5)

Aequidens plagiozonatus

Apistogramma borellii
Astronotus ocellatus

Cichla sp.

Cichla ocellaris
Cichla orinocensis
Cichlasoma facetum

Cichlasoma paranaensis

Cichlasoma paranaense
Crenicichla vitatta
Crenicichla lacustris
Crenicichla sp1.
Crenicichla sp2.
Crenicichla sp3

Crenicichla sp4
Geophagus brasiliensis

Geophagus brasiliensis
Geophagus surinamensis
Geophagus surinamensis
Pterophyllum leopoldi
Satanoperca jurupari
Symphysodon
aequifaciatus

Retroculus lapidifer

Lagoa Comprida, Aquidauana, MS
Rio Paraguai — Caceres, MT.
Lagoa Comprida, Aquidauana, MS

Lagoa Cano Furada, Maringd, PR
Rio Tieté, Barra Bonita, SP

Reservatorio de Tucurui, Rio Tocantins,
Tucurui, TO
Rio Tieté, Bariri/SP

Rio Orinoco, Caicara, Venezuela
Coérrego Campo Novo, Bauru/SP

Corrego Campo Novo, Bauru, SP
Corrego Carrapato, Penapolis, SP
Corrego Olaria, Poloni, SP
Corrego Batata, Miracata, SP
Corrego Fau, Miracatu, SP

Lagoa Comprida, Aquidauana, MS
Corrego Campo Novo, Bauru, SP

Corrego Fau, Coérrego da Batata  —

Miracatu SP

Corrego Carrapato, Penapolis, SP
Lagoa Canoa Furada, Maringa, PR
Corrego Olaria, Poloni, SP

Rio das Mortes, Sdo Felix do Araguaia MT
Rio Araguaia, Barra do Gargas, MT
Cach. Véu da Noiva, Botucatu, SP
Corrego Capivarinha, Botucatu, SP
Corrego Carrapato, Penapolis, SP
Corrego Jacutinga, Bofete, SP
Corrego Tamandua, Itatinga, SP
Corrego Araqud, Botucatu, SP

Lago Ness, Botucatu, SP

Rio Bonito, Barra Bonita, SP

Rio Paraetinga, Salesopolis, SP

Tq pis “desafio jovem”, Botucatu, SP
Corrego Cavalo, Jaragua do Sul, SC

Rio Orinoco, Caicara, Venezuela
Rio Santa Barbara, Buritama, SP

Petshop, Botucatu/SP.
Rio Tieté, Barra Bonita, SP

Petshop, Botucatu/SP

Rio Araguaia, Barra do Gargas, Mt

Bacia do Pantanal (4)

Bacia do Pantanal (4)
Bacia do Parana (1)

Bacia do Tocantins (5)
Bacia do Parana (1)
Bacia do Orinoco (6)
Bacia do Parana (4)

Bacia do Parana (1)

Bacia do Ribeira (2)
Bacia do Ribeira (2)
Bacia do Ribeira (2)
Bacia do Parana (1)
Bacia do Parana (1)
Bacia do Tocantins (5)

Bacia do Tocantins (5)
Bacia do Parana (1)

Bacia do Atlantico Sul (3)
Bacia do Orinoco (6)

Bacia do Parana (1

Bacia do Parana (1)

Bacia do Tocantins (5)
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Figura 3 — Espécies analisadas: a) Retroculus lapidifer; b) Cichla ocellaris; c) C. orinocensis;
d) C. temensis; e) Crenicichla vitatta; f) C. spl; g) Astronotus ocellatus; h) Apistograma
borelli; 1) Biotodoma cupido; j) Geophagus brasiliensis; X) G. surinamensis; 1) Satanoperca
Jjurupari; m) Acaronia nasa; n) Cichlasoma facetum; o) Symphysodon aequifaciatus;
p) Pterophyllum leopoldi; q) Mesonauta festivus, 1) Heros efaciatus, s) Aequidens

plagiozonatus; t) Cichlasoma paranaense.
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3.1.2. Métodos

Uma vez que para obten¢do de cromossomos necessita-se de células em divisdo, o
primeiro passo em um estudo citogenético ¢ observar locais (tecidos e 6rgdos) no organismo
onde atividades de divisdo celular estejam ocorrendo, quer de forma natural, quer sobre
determinados estimulos. A cultura de linfécitos e a utilizagdo de medula dssea sdo
metodologias que melhores resultados oferecem em estudos citogenéticos da maioria dos
vertebrados. Em peixes, o tecido hematopoiético ¢ encontrado nos rins e este érgdo mostrou-
se como excelente fonte para obtencdo de células mitoticas.

Das técnicas desenvolvidas, foi padronizada rotineiramente no laboratério uma
metodologia que tem trazido bons resultados. Se o animal chegar da coleta com hematomas
ou descamagio devido ao manejo durante a coleta, somado ao proprio estresse, este podera
ser processado apos 24 horas com possibilidade de sucesso na obtencdo de cromossomos
metafasicos. Entretanto, via de regra, ¢ seguida uma rotina laboratorial com os seguintes

protocolos:

3.1.3. Inducio do aumento da taxa de divisido celular

Para obten¢do de um maior nimero de mitoses, foi utilizada a técnica descrita por Oliveira
et al. (1988), que consiste inicialmente em preparar uma solucdo de fermento bioldgico (0,5g
de fermento, 0,5g de agtcar ¢ 7ml de agua destilada) e incuba-la por cerca de 20min a 37° C.
Apbs este tempo, a solugdo foi injetada na propor¢do de Iml /100g do peso do animal, na
regido dorso-lateral do corpo. Os animais foram mantidos em aquario aerado por 48 horas a

uma temperatura minima de 25 °C e posteriormente sacrificados.

3.14. Técnica Direta de Preparacio de Cromossomos Mitoticos
A analise citogenética foi realizada em células extraidas do rim, seguindo a metodologia

descrita por Foresti et al. (1993), que consiste em:

1. Injetar colchicina (0,025%) na proporgdo de 0,5ml para cada 100g de peso do animal e
deixa-lo em aquario por 50min;

2. Sacrificar o animal retirando a por¢do do rim que se situa na regido anterior ¢ posterior do
animal;

3. Colocar o tecido retirado em uma placa de Petri contendo 7ml de solug@o hipotonica (KCl
0,075 M).

4. Dissociar o material com pingas de pontas finas e depois homogeneizar com auxilio de

uma pipeta Pasteur ou seringa hipodérmica de vidro;
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Colocar a suspensdo um tubo de centrifuga, deixando-o no interior de estufa a 37°C por
21min;

Adicionar 5 gotas de fixador recém preparado e deixa-lo em descanso por 5 min;

O material ¢ entdo fixado com a adigdo de 7ml de Carnoy (metanol gelado/acido acético -
3:1) e homogeneizado com pipeta Pasteur e levado a centrifuga (900 a 1000rpm) por
10min.

O sobrenadante ¢ retirado com auxilio de pipeta Pasteur e o material celular € ressuspenso
com 7 ml de fixador Carnoy e levado a centrifuga por 7 min. (repetir mais duas vezes);
Retirar o sobrenadante e adicionar 1 a 2ml de fixador Carnoy, dependendo da quantidade
de sedimento e ressuspender bem o material,

Pingar 1 a 2 gotas da suspensdo, com pipeta Pasteur, sobre diferentes regides de uma
lamina limpa e seca, colocada sobre a bancada do laboratorio;

Deixar em repouso secando naturalmente ao ar;

Corar com Giemsa, diluido a 5% em tampéao fosfato, pH 6,8, por 7 minutos ¢ lavar com
agua destilada ou agua corrente se esta estiver no pH 7,0. Deixar em repouso secando

naturalmente ao ar.

3.1.5. Caracterizacao das Regides Organizadoras de Nucléolos (RONs)

A caracterizagdo das regides organizadoras de nucléolos foi feita conforme a técnica
descrita por Howell e Black (1980), como segue:

Colocar sobre a lamina duas gotas de solugdo de gelatina e quatro gotas da solucdo aquosa
de Nitrato de Prata a 50% e cobrir com laminula.

Levar a lamina ao banho-maria a 60 °C onde serd apoiada em suporte para que ndo
misture com a agua do banho-maria.

Deixar o tempo necessario para que a lamina adquira uma coloragdo marrom-dourada
(aproximadamente 2 min.);

Retirar do banho-maria e remover a laminula, levando a 1dmina em agua corrente para que
a laminula deslize naturalmente;

Adicionar corante Giemsa a 1% por alguns segundos.

3.1.6. Deteccao da Heterocromatina Constitutiva

Para observacdo da distribuicdo da heterocromatina constitutiva foi utilizada a técnica

originalmente descrita por Sumner (1972), com modificagdes;

1.

Tratar a 1amina com HCI 0,2 N a temperatura ambiente por 30 minutos e deixar secar;
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2. Incubar em soluc¢do filtrada recém preparada de Hidréxido de Bario [Ba(OH)2.8H20] 5%
a 60 °C de 5 a 10 segundos.

Enxaguar em HCI 1,0N a 60 °C, passar em agua corrente ¢ deixar secar;

Incubar em uma solugdo de 2xSSC, a 60 °C por 30 minutos.

Lavar em agua corrente e secar ao ar;

Corar com Giemsa diluido em tampao fosfato (pH 6,8) a 2% porl5 minutos;

NS kW

Lavar em agua corrente e secar ao ar.

3.1.7. Estudos cariotipicos

As preparagdes cromossomicas foram analisadas em microscopia de luz, e as melhores
metafases foram selecionadas para registro fotografico utilizando o microscopio Optico
(aumento de 1000x). As melhores metafases, isto €, aquelas que apresentaram boa dispersdo e
morfologia nitida dos cromossomos, foram fotografadas em filme Kodak/Agfa preto e branco
e ASA 25.

Inicialmente as fotos foram ampliadas com papel fotografico de dimensdes 9x6¢cm e
ajustadas tendo como correspondéncia Icm = 10pu ou 12x9cm e ajustadas para 1,5cm = 10p.
Depois, estas foram escaneadas com Scaner Genius e resolugdo de 600pixeis para as
ampliagdes de 9x6 e 400pixeis para as de tamanho 12x9. De posse dessas imagens, utilizou-se
0 micro-computador para recortar € montar os cariotipos.

As tultimas andlises foram processadas com Foto-microscopio marca “Olympus” mod.
BX61 e Software “Image-Pro MC 6.0” e as imagens foram capturadas em resolugcdo maxima
de 4080x3072 (pixel shift 9).

Com auxilio do software comercial “Adobe Photoshop 7.0.1”, os cariotipos foram
montados obedecendo a ordem decrescente de tamanho dos cromossomos, assim como a
morfologia em relagdo a posi¢do do centromero.

Com a mesma ferramenta, foram medidos os bragos curto e longo, obedecendo a relagéo
de bracos (RB).

RB =L/C, onde: L = brago longo e C = brago curto
A identificacdo cromossomica foi feita seguindo a nomenclatura proposta por Levan ef

al. (1964) e revisado por Guerra (1986), assim sendo, os tipos cromossdmicos sdo:

Metacéntrico (m) RB=1,00-1,70
Sub-metacéntrico (sm) RB=1,71-3,00
Sub-telocéntrico (st) RB =3,01-7,00

Acrocéntrico (a) RB=>7,01
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Para a obten¢do do niumero fundamental (NF) contou-se o numero de bragos dos tipos
cromossomicos, sendo considerado com portadores de 2 bragos do tipo ‘m’, ‘sm’e ‘st’ embora

os padrbes cromossOmicos tenham sido separados em ‘m-sm’ ¢ ‘st-a’ também em ordem

decrescente.
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4. RESULTADOS
As andlises citogenéticas realizadas em diferentes espécies da familia Cichlidae sdo
apresentados abaixo de acordo com a divisdo das espécies em subfamilias. Os dados obtidos

encontram-se resumidos na tabela 2.

4.1. Retroculinae
Andlises cariotipicas foram realizadas na espécie Retroculus lapidifer, lnico
representante desta familia, que foi coletado no Rio Araguaia, bacia do Tocantins. Esta
espécie apresentou numero dipldide de 48 cromossomos sendo 6sm+42st-a. Considerando os
pares 1 a 12 com dois bragos e os demais pares (13 a 24) com um Unico brago, o numero

fundamental (NF) encontrado foi igual a 72 (Figura 4a).

4.2. Cichlinae

Dois géneros foram analisados para este grupo: Cichla ¢ Crenicichla pertencentes as
tribos Cichlini e Crenicichlini, respectivamente. Em Cichla ocellaris, C. orinocensis ¢ C.
temensis, o caridtipo encontrado foi de 2n=48 cromossomos. A formac¢ao cariotipica consiste
basicamente de 48 cromossomos st-a em escala decrescente de tamanho (Figuras 4b), com
NF=48. A RON Ilocaliza-se na regido telomérica de um dos maiores pares para todas as
espécies analisadas (Figura 5a). Em relagdo ao bandamento C, a localiza¢do da
heterocromatina mostra-se fracamente corada e presente principalmente na regido
pericentromérica (Figura 6a).

No género Crenicichla foi encontrado 2n=48 cromossomos com 0s cariotipos
constituidos por 6m-sm+42st-a. Nas espécies C. vitatta, C. lacustris C. spl e C. sp3, o
primeiro par cromossdmico apresentou, no seu braco curto, constricdo secundaria intersticial
(Figura 4c) que se mostra Ag-RON" quando tratada com nitrato de Prata (Figura 5). Na
espécie Crenicichla sp2 proveniente do rio Araguaia (Bacia do Tocantins-Araguaia) e C. sp4
coletada no cérrego Olaria (Bacia do Tieté) ndo se observa a constricdo secundaria no
primeiro par m-sm a qual é observada no braco longo do primeiro par st-a (Figura 4d). Estas
mesmas regides mostraram blocos heterocromaticos bastante evidentes quando preparadas

para analise de banda C (Figura 6).

4.3. Astronotinae
Foram realizadas analises em uma Unica espécie, Astronotus ocellatus, representante

de Astronotinae, que apresentou niimero dipldide de 48 cromossomos sendo dois pares m-sm
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e os outros 22 pares st-a (4m-sm+44st-a). No primeiro par, ¢ evidenciada constricdo
secundaria em regido intersticial do brago curto em coincidéncia com a RON (Figura 4g e 5d)
e a heterocromatina constitutiva esta presente na regido centromérica da maioria dos

cromossomos ¢ também em coincidéncia a RON (Figura 6d).

4.4. Geophaginae

Foram analisados os cariotipos de cinco espécies representantes da familia
Geophaginae pertencentes a Tribo Geophagini: Apistograma borellii, Biotodoma cupido,
Geophagus brasiliensis, G. surinamensis e Satanoperca jurupari. Com excegdo de
Apistograma borellii que apresentou 2n=46, todas as demais espécies apresentam 2n=48
cromossomos ¢ NF variavel.

Foram analisados 6 individuos (2 machos e 4 fémeas) para Apistograma borellii. O
numero dipldide encontrado foi de 46 cromossomos em ambos os sexos com a féormula
cariotipica de 16m-sm+30st-a que vao diminuindo proporcionalmente. O nimero fundamental
encontrado foi 84 (Figura 4h). As regides heterocromaticas foram evidenciadas nos
centromeros (Figura 6e).

As analises de Biotodoma cupido (3 machos e 3 fémeas) mostraram cariotipo com
2n=48 cromossomos, sendo 4m-sm+44st-a. O par m-sm de maior tamanho (par n° 1 do
cariotipo) possui constri¢do secunddaria intersticial evidente (Figura 4i), coincidente com um
bloco heterocromatico (Figura 6f).

As analises de Geophagus brasiliensis (15 machos e 5 fémeas) caracterizaram o
caritipo como 2m-sm+46st-a sendo a maioria composta por dois bragos. O numero
fundamental encontrado foi NF=62 (considerando dois bragos para os pares 1, 2, 4, 13, 18, 22
e 24) (Figura 4j). A RON pdde ser verificada no par cromossdmico st-a n° 4 em coincidéncia
com a regido da constricdo secundaria, sendo evidenciado heteromorfismo dessa regido entre
os homodlogos. Associagdo entre os cromossomos portadores da RON foi observada com
freqiiéncia (Figura 5e). A heterocromatina constitutiva mostrou-se distribuida, principalmente,
nas regides centroméricas da maioria dos cromossomos (Figura 6g).

Para Geophagus surinamensis (2 machos e 3 fémeas) o numero diploéide encontrado
foi 48 cromossomos sendo 4m-sm+44st-a com NF=56. O primeiro par foi nitidamente
caracterizado ser metacéntrico enquanto que o segundo par foi caracterizado por possuir
constri¢do secundaria no brago curto (figura 41). A regido organizadora de nucléolo foi
localizada junto a essas constrigdes (Figura 5). Todos os demais pares foram caracterizados

como st-a que v@o decrescendo com alternancia entre sub-telocéntricos e acrocéntricos. A



20

heterocromatina constitutiva mostrou-se distribuida na regido pericentromérica da maioria dos
cromossomos ¢ também foram evidenciadas no brago longo do primeiro par st-a proximo ao
centromero (Figura 6h).

A espécie Satanoperca jurupari (10 machos e 11 fémeas) apresentou nimero diploide
com 48 cromossomos, sendo 4m-sm+44st-a. O numero fundamental encontrado
(considerando os pares 1 ¢ 2 com dois bragos) foi 52 (Figura 4i). A RON foi observada no
brago curto do primeiro par m-sm (Figura 5f). Heterocromatinas foram observadas na regido
proxima ao centrdmero do brago longo do primeiro par st-a € em posi¢do centromérica nos
demais cromossomos (Figura 6i).

Satanoperca pappaterra (1 macho) apresentou nimero diploide de 48 cromossomos,

sendo 4m-sm+44st-a e nimero fundamental de 52.

4.5. Cichlasomatinae
4.5.1. Tribo Acaroni
Espécimes de Acaronia nasa apresentaram numero diploide igual a 48 cromossomos
distribuidos em 6m-sm+42st-a. O primeiro par do grupo m-sm possui constricdo secundaria
bem evidente em regido intersticial do brago curto. Considerando os pares 1, 2, 3,4, 14, 15 ¢
18 como sendo de dois bragos, o nimero fundamental encontrado foi de 62 (Figura 4m). A
heterocromatina constitutiva foi observada junto a constricdo secundaria do primeiro par

meta-submetacéntrico e junto ao centromero dos demais cromossomos (Figura 6j).

4.5.2. Tribo Heroini

Todos os individuos analisados para Australoheros facetum (2 machos e 3 fémeas)
apresentaram numero dipldide igual a 48 cromossomos, sendo 6m-sm+42st-a. Considerando
os pares cromossomicos n® 1, 2, 3, 4, 5,9, 10, 13 15 e 20 com dois bragos, o niimero
fundamental encontrado foi 68 (Figura 4n).

Foram analisados trés individuos da espécie Symphysodon aequifaciatus que
apresentaram 2n=60 cromossomos que, com excecdo do par n° 23 st-a ¢ de sete pares de
micro-cromossomos, todos se mostraram m-sm. O nimero fundamental encontrado foi de 106
(considerando o par 23 mais os sete pares de micro-cromossomos como sendo possuidores de
um braco (Figura 41)). Heterocromatinas mostraram-se evidentes na regido centromérica da
maioria dos cromossomos, exceto nos microcromossomos (Figura 6k).

Analises cariotipicas realizadas na espécie Heros efasciatus (5 machos e 2 fémeas)

apresentaram numero modal igual a 48 cromossomos, sendo 12m-sm+36st-a e niimero
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fundamental 78, considerados de dois bragos os pares 1 a 15 ¢ os demais com brago Unico.
Em metafases cujos cromossomos apresentavam-se mais descondensados foi possivel
observar constri¢do secundaria no primeiro par m-sm coincidentes com a RON (Figuras 4p e
5h). Heterocromatinas mostraram-se evidentes na regido centromérica da maioria dos
cromossomos (Figura 61).

Os individuos analisados para Mesonauta festivus apresentaram nimero diploide de 48
cromossomos compostos por 12m-sm+36st-a. O numero fundamental encontrado foi 62 e
foram considerados cromossomos de dois bragos os pares 1 a 7 e os demais com um unico
brago (Figura 4q). No braco longo do primeiro par st-a (representado pelo par n® 7), proximo
ao centromero, foram identificados blocos heterocromaticos (Figura 6m).

Para a espécie Pterophyllum leopoldi foram analisados quatro individuos fémeas que
apresentaram 2n=48 cromossomos com composi¢do cariotipica 20m-sm+28st-a e niimero
fundamental igual a 96 (Figura 4p). Heteromorfismo de constricdo secundaria foi evidenciado
no braco menor do par cromossémico n® 1. Foram identificados blocos de heterocromatina na
regido pericentromérica da maioria dos cromossomos do complemento (Figura 6n).

Foram analisados 13 individuos de Aequidens plagiozonatus (3 machos e 10 fémeas)
que apresentaram caridtipos com 48 cromossomos e formula cariotipica 10m,sm+38st,a e
NF=68 (Figura 4p). Em relacdo a RON, esta foi evidenciada na regido dos telomeros do
primeiro par m-sm (Figura 5i). Blocos heterocromaticos foram evidenciados na regido
pericentromérica de todos os cromossomos (Figura 60).

Andlise cariotipica realizada na espécie Aequidens tetramerus revelou a presenca de
48 cromossomos, formula cariotipica 8m-sm+40st-a e nimero fundamental 62. Bandas
heterocromaticas ficaram visiveis na regido centromérica da maioria dos cromossomos
(Figura 6p).

Para Cichlasoma paranaense, foram analisados 16 individuos (3machos e 13 fémeas)
e o numero diploide encontrado foi de 48 cromossomos, distribuidos da seguinte forma: 6m-
sm+42st-a. O nimero fundamental encontrado (considerando os pares 1, 2, 3, 4, 6, 8, 9, 11,
13, 14, 15, 19 e 20 como sendo de dois bragos) foi de 74. Constri¢des secundarias foram
observadas em um par cromossomico st-a de maior tamanho (representado pelo par 4) (Figura
4q). Através de impregnacdo pela prata, o par cromossdmico 4 apresentou regidoes Ag-RON
positivas coincidentes as constri¢des secundarias (Figura 5j). A aplicagdo do bandamento C
evidenciou a presenca de heterocromatina na regido pericentromérica da maioria dos

cromossomos do complemento e evidenciado no primeiro par st-a, na regido subtelocéntrica

(Fig. 6q).
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Figura 4 - Caridtipos das espécies de ciclideos analisados: a) Retroculus lapidifer; b) Cichla
temensis; c) Crenicichla lacustri; d) C. sp2; e) Astronotus ocellatus; f) Apistograma borelli;
g) Biotodoma cupido; h) Geophagus brasiliensis; 1) G. surinamensis; j) Satanoperca jurupari;
k) Acaronia nasa; 1) Australoheros facetum; m) Symphysodon aequifaciatus; n) Heros
efasciatus; o) Mesonauta festivus; p) Pterophyllum leopoldi; q) Aequidens plagiozonatus; 1)

Cichlasoma paranaense.
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Figura 5 — Metafases coradas pelo Nitrato de Prata evidenciando par cromossdémico portador
das RONSs: a) Cichla orinocensis; b) Crenicichla vitatta; c) C. sp2; d) Astronotus ocellatus; )
Geophagus brasiliensis; f) G. surinamensis; g) Cichlasoma paranaense; h) Heros efasciatus;

1) Aequidens plagiozonatus ; j)Satanoperca jurupari. As setas apontam a localizacdo da RON
das diferentes espécies.
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Figura 6 — Cromossomos metafasicos de espécies de ciclideos submetidas ao bandamento C.
a) Cichla temensis; b) Crenicichla vitatta; c) Crenicichla sp2; d) Astronotus ocellatus;
e) Apistograma borelli; ) Biotodoma cupido, g) Geophagus brasiliensis;
h) G. surinamensis;i) Satanoperca jurupari; j) Acaronia nasa; k) Symphysodon aequifaciatus;
1) Heros efasciatus; m) Mesonauta festivus; n) Pterophyllum leopoldi; o) Aequidens
plagiozonatus; p) A. tetramerus; q) Cichlasoma paranaense. As setas indicam os blocos de
heterocromatina citados no texto.
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5. DISCUSSAO.

5.1 Comparacdes cariotipicas entre as espécies de ciclideos

Os estudos citogenéticos realizados em Teleostei tém demonstrado uma quantidade
diversa de numeros cromossomicos, variando de 14 até 140, havendo no entanto uma
frequéncia em torno de 2n=48, sem a presenca de microcromossomos no complemento
cariotipico padrdo. Os caridtipos de teledsteos apresentam também uma imensa variedade de
formulas cromossomicas com diferentes quantidades de metacéntricos, submetacéntricos,
subtelocéntricos e acrocéntricos (Brum, 1995).

Analises comparativas realizadas com citogenética apontam ser muito conservativo o
numero diploide dos Perciformes, sendo que o grupo parece manter em alta freqii€ncia o
cariotipo tido como ancestral de 2n=48 cromossomos, sendo todos acrocéntricos (NF=48)
(Brum, 1995). No presente estudo, foi verificado que todas as espécies do gé€nero Cichla
apresentaram 2n=48 cromossomos ¢ NF=48, evidenciando um caridtipo mais proximo do
padrdo basal para os Perciformes. Coincidentemente, este gé€nero apresenta diversas
caracteristicas morfoldgicas (Stiassny, 1991) e genéticas (Farias et al., 2000) que o colocam
entre os grupos basais da filogenia dos ciclideos neotropicais.

Por outro lado, as espécies de Crenicichla analisadas mostraram que neste género parece
ter ocorrido mais mudangas cariotipicas, principalmente em relagdio a morfologia dos
cromossomos, quando comparadas com as espécies de Cichla. As espécies Crenicichla
vitatta, C. lacustris, C. spl e C. sp3 apresentraram caridtipos compostos por cromossomos
meta-submetacéntricos e subte-acrocéntricos, mostrando um padrdo cromossomico divergente
em relacdo aos Cichlinae do género Cichla.

Do grupo considerado mais basal desta familia, foi analisado apenas um exemplar de
Retroculus lapidifer do Rio Araguaia, bacia do Tocantins. Esta espécie, segundo Gosse
(1971), é superficialmente similar a Geophagus, mas sem a expansdo anteroventral no
primeiro arco branquial e tem sido normalmente associado ao grupo Geophaginae. Kullander
(1998) separou Retroculus dessa subfamilia formando outro grupo denominado Retroculinae.
Essa proposta foi mais tarde confirmada por Farias et al. (2000) com estudos em DNA
mitocondrial e nuclear, concluindo que este grupo representa a posi¢cdo mais basal ente os
ciclideos neotropicais. Do ponto de vista citogénetico ndo ha diferengas na macroestrutura
cariotipica em relagdo a outros grupos como espécies da subfamilia Geophaginae. Os dados

citogenéticos obtidos no presente trabalho mostram que as espécies Cichlasoma paranaense,
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Acaronia nasa, Australoheros fascetum (subfamilia Geophaginae) e Retroculus lapidifer
possuem 0 mesmo numero cromossomico (2n=48) e formula cariotipica bastante similar (6m-
sm+42st-a).

Da subfamilia Geophaginae foram coletados espécimes de quatro géneros pertencentes
a tribo Geophagini: Entre as espécies analisadas, apenas Apistograma borelli possui 2n=46
cromossomos (16m-sm+30st-a). As outras espécies analisadas dessa subfamilia apresentaram
2n=48, com pequenas variagdes em relacdo a formula cariotipica. Geophagus brasiliensis
apresentou numero fundamental igual a 62 com o cariotipo composto por 2m-sm+46st-a.
Analises cariotipicas realizadas nesta mesma espécie por Feldberg (1985) em individuos
coletados na localidade de Brotas, S. Carlos, Registro e Pirassununga (SP) foram similares
aos resultados no presente trabalho. Porém Thompson (1979) encontrou diferengas
cariotipicas para esta espécie relacionadas ao ntimero fundamental (NF=52) e férmula
cariotipica (4sm+44st-a). Estudos realizados por Brum et al. (1998), Couto et al. (1998) ¢
Martins (1995) também demonstram diferencas na formula cariotipica desta espécie (NF=56 ¢
8sm+40st-a). Segundo Loureiro (2000), todas essas diferencas encontradas para Geophagus
brailiensis ndo podem ser devidas apenas a problemas técnicos, podendo estar relacionadas a
mecanismos de alteracdo cromossdmica, levando a ampla variagao cariotipica detectada.

Para os individuos de Geophagus surinamensis analisados no presente trabalho, apesar de
pertencerem a diferentes bacias (Bacia do Orinoco - Venezuela e Rio Tieté — Brasil), ndo
foram observadas modifica¢des ou alteragcdes morfoldgicas em seus cariotipos. Feldberg &
Bertollo (1985) e Thompson (1979) analisando espécimes coletados em regides distintas
também encontraram os mesmos resultados. As analises cromossdomicas mostraram uma
estrutura cariotipica muito semelhante entre G. Surinamensis e os Geophaginae Satanoperca
pappaterra e S. jurupari.

Foram analisados cinco exemplares de Biotodoma cupido do Rio Araguaia (bacia do
Tocantins) e o caridtipo apresenta morfologia tipica para o grupo Geophagini com dois pares
m-sm sendo o maior par possuidor de constrigdo secundaria. Vale ressaltar que estes dados
para essa sdo inéditos para esta espécie.

Dentro da subfamilia Astronotinae, foram feitas analises cariotipicas de Astronotus
ocellatus e os resultados diferem dos apresentados por outros autores. Thompson, analisando
espécimes encontrou 6m-sm+42st-a ¢ Feldberg (1985) encontrou 12m-sm+36st-a. Essas
diferencas podem ter sido provenientes de dificuldades técnicas ou procedéncia dos
espécimes. Neste trabalho, foi encontrado 4m-sm+44st-a sendo que um par ¢ metacéntricos

(par 2) e os demais néo sdo diferentes dos observados pelos autores citados.
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A subfamilia Cichlasomatinae ¢ um dois maiores grupos de Cichlidae com 33 géneros
e 210 espécies dos quais 24 géneros estdo relacionados na arvore filogenética proposta por
Kullander (1986). Foram analisadas oito espécies englobando representantes das trés tribos
(Acaroni, Heroini e Cichlasomatini). Com exce¢do da espécie Symphysodon aequifasciatus
com 2n=60, todas as outras apresentaram um numero diploide igual a 48 cromossomos com
diferentes formulas cariotipicas e um numero fundamental variando de 62 a 106. Foram
analisados trés exemplares de Symphysodon aequifasciatus adquiridos em lojas de aquario.
Apesar do pequeno tamanho dos cromossomos, o numero diploide estd de acordo com os
dados apresentados na literatura. No entanto, a disposicdo cariotipica encontrada ndo
coincidiu com as analises feitas por outros autores (Ohno & Atkin, 1966; Scheel, 1973;
Thompson, 1979; Salgado et al., 1995, 1996b; Mesquita et al., 2000). Torna-se importante
ressaltar que nos trabalhos citados acima também foi verificado a presenga de varios

microcromossomos.

O aumento do nimero de cromossomos portadores de dois bragos nos Perciformes indica
um cariotipo mais derivado (Prirodina, 1994). O aumento do numero de bragos nos
cromossomo pode ser o resultado de inversdes pericéntricas indicando que rearranjos
cromossOmicos estiveram presentes durante a historia evolutiva do grupo. Retroculinae e
Cichlinae sdo considerados grupos basais para os ciclideos sul americanos (Stiassny, 1991;
Farias et al., 2000) e apresentam cariotipos com um reduzido nimero de cromossomos de dois
bragos ou mesmo sua auséncia, como observado no género Cichla. Além disso, a presenga de
um grande nimero de cromossomos subtelo-acrocéntricos nos diferentes grupos da familia
Cichlidae sugere um certo nivel de manuten¢o da macroestrutura cariotipica durante a
evolucdo do grupo. Por outro lado, a presenca de cromossomos de dois bracos nos diferentes
grupos da familia Cichlidae demonstram que mecanismos de rearranjos cromossomicos
estiveram envolvidos durante a histéria evolutiva do grupo levando a diversificagdo das

formulas cariotipicas observadas.

5.2 Regides Organizadoras de Nucléolo em espécies da Familia Cichlidae

Outra metodologia empregada rotineiramente ¢ a marcacdo com nitrato de prata (AgNOs)
das regides organizadoras de nucléolos. Essas regides sdo constituidas por multiplas copias de
genes ribossomais, sendo, portanto sitios de transcrigdo do RNAr (RNA ribossomal). Estes

sitios podem estar localizados em um par ou distribuidos em varios cromossomos do
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complemento. Esta é uma ferramenta muito eficiente nos estudos complementares para
caracterizagdo de espécies, populagdes e em estudos evolutivos.

As RONs em peixes geralmente estdo situadas em constrigdes secundarias nos
cromossomos ¢ sdo identificadas, de forma indireta, através da técnica de impregnagdo por
sais de prata, pois o material marcado ndo é o DNAr, e sim proteinas acidas presentes ao redor
ou associadas aos genes ribossdmicos, tais como a nucleolina associada a estrutura fibrilar do
nucléolo e o pré-RNA nascente. Organismos nos quais existem apenas um par de
cromossomos apresentando constricdo secundaria, geralmente ¢ este sitio da regifo
organizadora de nucléolo (Warburton & Henderson, 1979). De acordo com Miller et al.
(1978), a impregnagdo das RONs por sais de prata se restringe aquelas regides que estiveram
ativas na intérfase precedente.

Estudos sobre as regides organizadoras nucleolares t€ém revelado que sua localizagdo ¢
espécie-especifica para varios grupos de peixes (Galetti et al., 1984; 1991; Vénere & Galetti,
1989). As analises realizadas na familia Cichlidae permitiram identificar a presenca de RONS,
em um unico par cromossomico para todas as espécies, porém em posi¢des distintas. Em
algumas espécies, a RON apresentou localizagdo proxima aos teldmeros do brago curto (como
observado em Geophagus brasiliensis, Heros efasciatus, Aequidens plagiozonatus e
Cichlasoma paranaensis) e brago longo (como observado em Cichla orinocensis ¢
Crenicichla sp2), e em posigdes intersticiais no brago curto de cromossomos m-sm (como
observado em Crenicichla vitatta, Astronotus ocellatus, G. Surinamensis, Satanoperca
jurupari). Torna-se importante salientar que em algumas espécies a RON apresentou
heteromorfismo em relagdo ao tamanho da regido entre os cromossomos homodlogos (Figura
5c¢ e d), o que pode estar relacionado com o grau de condensacio ou com variagcdes no nimero

de copias das repeticdes do DNAT presentes nestas regides.

5.3 Distribuicdo da heterocromatina constitutiva em espécies da Familia Cichlidae

Uma metodologia muito informativa e, portanto, muito empregada atualmente na
citogenética de peixes ¢ o bandamento C. Este método mostra-se muito eficiente nos estudos
sobre estrutura, fungdo e origem das heterocromatinas nos diferentes organismos.

O termo heterocromatina ¢ utilizado, atualmente, em citogenética e biologia celular para
designar a cromatina de regides especificas dos cromossomos que permanecem condensados

durante a intérfase (Sumner, 1990). Devido a esta propriedade (nivel de condensag@o), a
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heterocromatina apresenta um padrdo de colorabilidade que permite distingui-la da cromatina
ndo compacta (eucromatina) durante um mesmo periodo do ciclo celular. Alguma quantidade
de heterocromatina sempre ¢ encontrada em alguns ou todos os cromossomos de um
eucarioto. Suas propriedades de colora¢do variam enormemente entre as espécies ¢ dentro de
uma mesma espécie, mostrando-se, dessa forma, importante nos estudos sobre a natureza do
DNA, identificacdo de polimorfismos, caracterizagdo de espécies, populagdes e em estudos
evolutivos (Sumner, op. cit.).

Devido ao aspecto de que regides heterocromaticas permanecem condensadas durante o
ciclo celular e que estudos moleculares mostraram ser estas regides compostas por DNA
altamente repetitivo, a heterocromatina tem sido descrita como sitios de genes inativos. No
entanto, nem todas as regides de DNA ndo transcrito ¢ de genes inativos encontram-se como
heterocromatina e ndo necessariamente a heterocromatina nio possui atividade transcricional.
A heterocromatina nos cromossomos ocorre em grandes blocos ou segmentos e estes podem
estar intercalados por segmentos de eucromatina. Inversamente, quantidades pequenas de
heterocromatina podem ocorrer na eucromatina (Pieczarka & Mattevi, 1998).

A heterocromatina responde diferencialmente a diversas técnicas empregadas na sua
detec¢do. Muitos tipos diferentes de heterocromatina t€ém sido identificados em plantas e
animais através de niveis variados de coloragdo apos diferentes tratamentos (Rocchi, 1982). O
estudo da heterocromatina, dessa forma, representa uma importante ferramenta através da
qual se detecta alteragdes complexas na estrutura cariotipica.

Na maioria das espécies de ciclideos analisadas foi verificada a presenca de
heterocromatina em regides centroméricas. Entretanto, as espécies Crenicichla sp2 e
Geophagus surinamensis apresentaram blocos heterocromaticos que ocupam grande regido do
brago longo proximo ao telomero e centromero, respectivamente. J& em Acaronia nasa foi
observada heterocromatina no centrOmero e regido intersticial do brago curto de apenas um

par cromossomico.

Embora a maioria das espécies analisadas tenha apresentado 48 cromossomos com
uma macroestrutura cariotipica bastante conservada, as variagdes nos numeros de
Cromossomos m-sm e st-a assim como a presenga de 46 cromossomos em Apistograma
borelli, indica que diversos tipos de rearranjos cromossOomicos ocorreram durante a
diversificacdo cariotipica do grupo. As analises de bandamento C mostram uma tendéncia de
distribui¢cdo das heterocromatinas em torno do centrdmero. Outras técnicas como hibridacdo
cromossOmica com sondas de DNAs repetitivos deverdo esclarecer de forma mais detalhada

os niveis de heterogeneidade nas heterocromatinas observadas.
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Segundo Loureiro et al. (2000), apesar de, em alguns aspectos citogenéticos, a familia
Cichlidae apresentar certa conservagdo, principalmente no nimero dipldide, ndo podem ser
desconsideradas as informag¢des levantadas no presente trabalho sobre variagdes encontradas
no caridtipos de espécies deste grupo. Sabendo que poucas espécies de ciclideos apresentam
algum tipo de dado citogenético (aproximadamente 10%), as informacdes sdo ainda restritas

para que a familia Cichlidae seja denominada de cromossomicamente conservada.
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6. CONCLUSAO

A presenca de 48 cromossomos acrocéntricos na maioria dos Perciformes e sua
manuten¢do em Cichla sugere que este género mantém as caracteristicas do grupo basal
que deu origem a familia ciclidae. Além disso, a presenca de um grande nimero de
cromossomos subtelo-acrocéntricos nos diferentes grupos da familia Cichlidae sugere um
certo nivel de manutengdo da macroestrutura cariotipica durante a evolug¢do do grupo. Por
outro lado, a presenca de cromossomos de dois bracos nos diferentes grupos da familia
Cichlidae demonstra a ocorréncia de mecanismos de rearranjos cromossomicos durante a

historia evolutiva do grupo.

A distribui¢do das RONSs nos ciclideos mostra a presenca de um par cromossdmico de
maior tamanho portador destas regides. Embora as RONs mantiveram-se conservadas em
um Unico par cromossomico, diversos rearranjos cromossOmicos estiveram envolvidos

levando a origem dos diferentes fenotipos de RONs observados.

O padriao de distribuicdo centromérica da heterocromatina na maioria das espécies
analisadas reforca a hipotese de que a presenga de blocos heterocromaticos centroméricos €
uma condi¢do amplamente distribuida nas diferentes ordens de peixes. A presenca de
grandes blocos intersticiais de heterocromatina, como observado em Crenicichla sp2 e
Geophagus surinamensis, mostra que mecanismos de heterocromatinizagdo ou
amplificacdo de heterocromatina podem contribuir para a diferenciacdo cariotipica das

espécies do grupo.
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