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RESUMO

A familia Characidae € a maior e mais complexa dentre as familias de peixes da
ordem Characiformes e grande parte dos peixes do Brasil encontra-se na familia
Characidae. A maioria dos peixes desta familia € conhecida popularmente como
lambaris, piracanjubas, peixes-cachorros, pacus, piranhas e dourados. Distribuem-
se no continente americano — desde a fronteira do México com os Estados Unidos
até o sul da Argentina. O género Bryconamericus possui aproximadamente 51
espécies identificadas e destas, cerca de 30 que vivem em distintas regides do
Brasil, possuem um numero dipldide relativamente estavel de 2n=52
cromossomos, mas ha muito pouca informacdo citogenética sobre os
representantes deste. No presente projeto, foi realizada a analise citogenética em
representantes de cinco populacdes de Bryconamericus stramineus, Eigenmann,
1908, em rios das bacias do Tieté e Paranapanema, regiao de Botucatu, SP. Para
tanto, foram caracterizados seus cariétipos através de coloracdo convencional com
Giemsa, a qual evidenciou um cariétipo padrdao de 2n=52 cromossomos; foram
identificados os padrdes de distribuicdo de heterocromatina constitutiva (Bandas C)
que revelaram blocos heterocromaticos centroméricos, intersticiais e teloméricos;
foram identificadas as regides organizadoras de nucléolos (RONs) através de
impregnacdao com nitrato de prata, evidenciando-se RONs simple e multiplas;
foram identificadas as regides cromossodmicas ricas em GC através de coloragao
com o fluorocromo cromomicina (CMA3) que também se mostraram simples e
multiplas, mostrando correspondéncia com as Ag-RONs; foram identificados ainda
os cistrons ribossémicos através de hibridagédo in situ fluorescente (FISH) com a
sonda de DNAr 18S, que revelou de duas e seis marcacoes e com a sonda de DNAr

5S que revelou de trés a cinco marcacdes. Os dados obtidos, além de revelarem



aspectos citogenéticos desta espécie, podem também ser utilizados em
interpretacdes evolutivas, na inferéncia da estrutura genética das espécies e/ou
populacbes de Bryconamericus e ainda fornecer subsidios a futuros estudos que

visem a compreensao das relagdes entre as espécies deste grupo.



1. INTRODUCAO

A ictiofauna Neotropical de agua doce € uma das mais ricas e diversificadas
do mundo. Segundo VARI e MALABARBA (1998), aproximadamente 24% da
diversidade mundial de peixes pode estar representada por peixes continentais da
América do Sul. Estimativas apontam que existam cerca de 8000 espécies de
peixes neotropicais de agua doce encontradas nas Américas Central e do Sul
(SCHAEFER, 1998). REIS et. al. (2003), descreve 71 familias e 4.475 espécies de
peixes neotropicais. Outros estudos relacionam aproximadamente 2.240 espécies
de peixes de agua doce para o Brasil (ABILHOA & DUBOC, 2004). Porém,
pesquisas mais recentes confirmam que a fauna de peixes continentais do Brasil é
a mais rica do mundo, com cerca de 2.587 espécies ja descritas e existindo ainda
muitas em fase de descricao ou desconhecidas (BUCKUP et al., 2007).

Apesar desta grande diversidade de espécies encontradas, muitas correm
risco de extincdo e podem desaparecer sem ao menos terem sido estudadas.
Nesse cenario a destruicdo de habitats, bem como a introducdo de espécies
exoéticas, figuram como alguns dos principais fatores na diminuicdo da diversidade
dos ambientes aquaticos da regido Neotropical (SUNAGA & VERANI, 1991; ORSI
& AGOSTINHO, 1999; BOJSEN & BARRIGA, 2002; LATINI & PETRERE JR.,
2004).

A maior parte dessa diversidade de peixes, mais especificamente a sul
americana, pertence a um dos cinco grupos dominantes: Characiformes,
Siluriformes, Gymnotiformes, Cyprinodontiformes e Ciclideos (LUNDBERG et al.,
2000). Os Characiformes constituem um grupo dominante entre os peixes de agua
continental da América do Sul, compreendendo formas herbivoras, ilidfagas e

carnivoras, algumas das quais muito especializadas (BRITISKI et al., 1972). Dentro



da ordem Characiformes esta inserida a familia Characidae, que € a maior e mais
complexa entre as familias desta ordem. Para se saber o numero de géneros e
espécies dentro da familia Characidae e da ordem Characiformes, estudos foram
realizados por alguns autores, dentre eles NELSON em 1994 e 2006 e REIS e
colaboradores em 2003. Embora os estudos realizados por NELSON em 2006
sejam mais recentes, a referéncia mais comumente utilizada relaciona-se aos
estudos realizados por REIS et al. em 2003, que apresenta os Characiformes com
aproximadamente 237 géneros e 1373 espécies e Characidae com 184 géneros e

950 espécies.

1.1 FAMILIA CHARACIDAE

Characidae é considerada a maior e a mais complexa familia de peixes
entre os Characiformes (NELSON, 1994). FINK (1979) critica os critérios utilizados
na sistematica dos Characidae, pois o sistema de classificacdo usado baseia-se
nos trabalhos realizados por EIGENMANN (1917) e estes ja estariam
ultrapassados.

Os representantes da familia Characidae estdo presentes em diversos
ambientes de agua doce e distribue-se no continente americano, desde a fronteira
do México com os Estados Unidos até o sul da Argentina e também no continente
africano (LUCENA, 1993; FROESE & PAULY, 2005).

De acordo com FINK & FINK (1981), a posicdo taxonbémica da familia
Characidae é a seguinte:

CLASSE: Osteichthyes SUPERORDEM: Ostariophysi
SUBCLASSE: Actinopterigii ORDEM: Characiformes

INFRACLASSE: Teleostei FAMILIA: Characidae



Os peixes mais comuns da familia Characidae sao os lambaris,
piracanjubas, peixes-cachorros, pacus, piranhas e dourados, sendo que todos os
representantes desta familia possuem escamas e sdao muito conhecidos pelos
pescadores. Apresentam variados tamanhos, desde dois centimetros como as
pequiras, até mais de um metro como os dourados (BRITSKI, 1972). Estes animais
encontram-se em habitats bem variados e apresentam um diversificado habito
alimentar, sendo herbivoros, onivoros ou carnivoros (BRITSKI et al,, 1988). Os
peixes deste grupo sdo coletados com relativa facilidade na maioria dos cursos de
agua, e caracterizam-se tanto pela abundancia de espécies como pelo grande
namero de espécimes em geral encontrados (DANIEL — SILVA, 1996).

Os estudos citogenéticos na familia Characidae iniciaram-se com POST
(1965) relatando o numero cromossémico hapléide e/ou dipldide para varias
espécies. Segundo FALCAO (1988) existe uma grande amplitude numérica
cromossémica nas subfamilias deste grupo de peixes. OLIVEIRA et al. (1988a),
relacionaram 199 espécies de Characidae, cujos numeros hapléides e ou diploides
ja conhecidos evidenciaram uma grande diversidade cromossdmica. Existe ainda
em Characidae uma acentuada predominancia de numeros diploides entre 48 e 52
cromossomos (83,7%), seguidos dos numeros entre 54 e 64 (10,2%) e depois,
entre 28 e 46 (5,9%) (CESTARI, 1996).

Apesar desta grande diversidade cariotipica, uma caracteristica
relativamente constante em diversas espécies da familia Characidae é a presenca
de um par de cromossomos metacéntricos grandes, o primeiro do complemento
cariotipico, inicialmente observada por SCHEEL (1972) e ressaltada

posteriormente por diversos autores.



A familia Characidae, além da grande variabilidade numérica, também
apresenta extensa variabilidade em relagdo ao numero de cromossomos
portadores de regides organizadoras de nucléolos, ja tendo sido descritas espécies
com um numero maximo de até treze pares de cromossomos nucleolares
(ROCON-STANGE & ALMEIDA-TOLEDO, 1993), embora a condicao mais simples,
com apenas um par cromossdmico envolvido com a organizacado nucleolar seja
mais freqientemente encontrada.

Os estudos citogenéticos associados a taxonomia e a sistematica, podem
ser de extrema importancia na identificacdo de novas espécies ou de espécies
taxonomicamente problematicas (WEITZMAN & FINK, 1983; BERTOLLO et al.,
1986), como parece ocorrer dentro da familia Characidae, e também no
entendimento dos problemas genéticos, evolutivos e sistematicos deste grupo

(OJIMA, 1983).

1.2 ESTUDOS CITOGENETICOS EM PEIXES

Até o final dos anos 70, pouco se conhecia sobre as caracteristicas
citogenéticas da ictiofauna neotropical. Os dados disponiveis limitavam-se ao
conhecimento do niumero cromossOmico de algumas poucas espécies, muitas das
quais obtidas de espécimes de origem geografica desconhecida (TOLEDO-FILHO
et al., 1978).

Os primeiros trabalhos publicados sobre citogenética de peixes Neotropicais
foram realizados na década de 70 e atualmente, varios outros tém sido
desenvolvidos com uma ampla abrangéncia dos grupos de peixes, resultando em
uma consideravel quantidade de conhecimentos disponiveis, segundo revisao feita

por OLIVEIRA et al. (2006).



Tanto do ponto de vista citogenético, como também do ponto de vista
evolutivo, os peixes compdéem um interessante grupo de estudo. Em termos
cariotipicos, diferentes particularidades ja foram relatadas neste grupo, o que
justifica o aumento nas pesquisas envolvendo estes animais (AFFONSO, 2000).
Diferentemente de outros vertebrados, os peixes encontram-se confinados a agua,
apresentando maiores restricbes quanto a sua dispersao. No caso de peixes de
agua doce, seu confinamento aos sistemas hidrolégicos resulta em um estreito
relacionamento entre as historias das bacias e a histéria natural-evolutiva destes
animais (KAVALCO e MOREIRA-FILHO, 2003).

Até recentemente, segundo PORTO-FORESTI et al. (2006), os exames
cariotipicos nos peixes eram considerados principalmente como uma ferramenta
para estudos basicos e evolutivos, ndo sendo utilizados no manejo e
monitoramento de estoques. Quando andlises ndo sao suficientes para caracterizar
precisamente os individuos, a identificacdo pode ser baseada em marcadores
cromossémicos estruturais. Entre os marcadores cromossémicos mais utilizados
em peixes, tém-se a deteccdo das Regides Organizadoras de Nucléolos (RONSs)
através do nitrato de prata, a caracterizagdo dos padrbes de heterocromatina
constitutiva pela técnica da Banda C, a coloracdo por fluorocromos base-
especificos e a localizacao de seqléncias especificas com o uso da hibridacao in
situ fluorescente (FISH) (OCALEWICZ et al., 2006; PORTO-FORESTI et al., 2006).

Os estudos citogenéticos em peixes tem mostrado um crescente interesse,
sendo que atualmente cerca de 2600 espécies de todo o mundo possuem seu
cariétipo identificado (OZOUF-COSTAZ e FORESTI, 1992). Hoje existem
informagdes citogenéticas disponiveis para cerca de 475 espécies de

Characiformes, 318 espécies de Siluriformes, 48 espécies de Gymnotiformes, 199



espécies nao pertencentes a superordem Ostariophysi e 109 espécies de peixes
marinhos (OLIVEIRA et al., 2006).

Os dados citogenéticos disponiveis para os peixes de agua doce revelam
uma variedade cromossémica surpreendente, além de possibilitarem a
identificagdo das principais tendéncias evolutivas e de algumas caracteristicas
citogenéticas peculiares desta fauna (ALMEIDA-TOLEDO et al., 2000). Até o
presente momento, o menor numero dipldide relatado para espécies da regido
neotropical corresponde a 2n= 20 cromossomos para Pterolebias longipinnis
(OLIVEIRA et al., 1988a) e o maior, 2n= 134 cromossomos, para Corydoras
aeneus (TURNER et al., 1992). Além disso, entre seus representantes, ha grupos
de espécies caracterizados por uma estabilidade nos niumeros dipléides e formulas
cariotipicas e grupos que apresentam uma grande diversidade nestas
caracteristicas (ALMEIDA-TOLEDO et al, 2000; ARTONI e/ al, 2000).

Técnicas para obtencédo de cromossomos mitdticos como as de BERTOLLO
et al. (1978) e FORESTI et al. (1981) impulsionaram a realizacdo de muitos
trabalhos de citotaxonomia em peixes neotropicais. O numero dipldide de 52
cromossomos, além de ser comum entre as espécies das subfamilias de
Characidae (OLIVEIRA et al., 1988a; FALCAO, 1988; AREFJEV, 1990), parece ser
relativamente comum também no género Bryconamericus.

Os estudos citogenéticos podem ser de extrema importancia na identificagao
de novas espécies ou de espécies taxonomicamente problematicas (WEITZMAN &
FINK, 1983; BERTOLLO et al, 1986) como parece ocorrer dentro da familia
Characidae, além de resultarem em informagdes de interesse e também para o
entendimento de problemas genéticos, evolutivos e sistematicos neste grupo

(OJIMA, 1983).



1.3 GENERO BRYCOMAMERICUS

O género Bryconamericus, segundo REIS et al. (2003), pertence atualmente
ao grupo dos Incertae sedis. Anteriormente era classificado como sendo da
subfamilia Tetragonopterinae (GERY, 1977), que constituia um grande
agrupamento heterogéneo de peixes. Hoje é identificado como uma subfamilia
monotipica, restringindo-se somente ao género Tetragonopterus. Dentro de
Incertae sedis sdo descritos 88 géneros, incluindo 620 espécies, sendo que destas,
51 espécies fazem parte do género Bryconamericus.

Bryconamericus exodon EIGENMANN (1907) é a espécie-tipo do género.
Na descricao original, EIGENMANN (1907) chama a atencdo para o
desalinhamento dos dentes da série externa do pré-maxilar. A espécie é
morfologicamente semelhante a B. stramineus por apresentar corpo relativamente
baixo e alongado, sendo sua altura menos de 30% do comprimento padréo (vs.
mais de 30% do CP), boca terminal (vs. boca inferior) e série externa de dentes do
pré-maxilar desalinhada (vs. série externa de dentes do pré-maxilar alinhada)
(PITON, J. S.; LANGEANI, F., 2006).

Segundo EIGENMANN (1927), no género Bryconamericus estao incluidos
todos os peixes caracideos que possuem linha lateral completa, uma fileira simples
de dentes no dentério, duas séries de dentes no pré-maxilar com quatro dentes na
série interna, o que o distingue do género Astyanax segundo BRITSKI (1972), um
baixo numero de dentes ao longo da margem anterior da maxila, nadadeira caudal
nua com escamas apenas na base, terceiro infraorbital grande em contato com o
pré-opérculo ao longo de suas margens posterior e ventral, brAnquias setiformes,

sistema completo de canal latero-sensorial no corpo e auséncia de bolsa glandular



na nadadeira caudal dos machos (BRITSKI, 1972; BRITSKI et al. 1988; VARI &
SIEBERT, 1990).

A definicao de Bryconamericus € muito ampla; mesmo EIGENMANN (1927)
ja notava sua grande heterogeneidade e dividia o género em trés ou quatro grupos
"derivados independentemente a partir de diferentes espécies de Astyanax e
Hemibrycon". VARI & SIEBERT (1990) comentam que "existe pouca confianca de
que Bryconamericus represente um grupo monofilético dentro de Characidae", no
que concordam MALABARBA & MALABARBA (1994). ROMAN-VALENCIA (2000),
ao contrério, afirma que o género é natural (incluindo Knodus e Eretmobrycon).

As muitas espécies pertencentes ao género Bryconamericus -
aproximadamente 30 a 40 espécies ja identificadas - sdo encontradas em distintas
regides da América do Sul e América Central (GERY, 1977), embora, estudos mais
recentes realizados por REIS et al. (2003) identifiquem aproximadamente 51
espécies no género Bryconamericus. Este género € o mais diverso nas bacias do
Atlantico do continente americano, especialmente na Bacia Amazénica; conhece-
se nos rios brasileiros cerca de 30 espécies.

Bryconamericus stramineus Eigenmann, 1908, comumente conhecido como
pequira na regido do alto do Rio Parana, distribui-se desde o Rio Paraguai até o
Rio Sao Francisco (PLANQUETTE et al., 1996). E uma espécie forrageira que nio
desperta interesse comercial devido ao seu pequeno tamanho, cerca de 76 mm de
comprimento (RINGUELET et al., 1967), porém é importante na cadeia alimentar
dos sistemas que habita, servindo de alimento para peixes piscivoros.

Conhece-se muito pouco sobre o0s cromossomos do género
Bryconamericus. O primeiro cariétipo descrito para o género foi relatado para a

espécie B. stramineus, com 2n=52 cromossomos e formula cariotipica



apresentando 13 pares de cromossomos meta-submetacéntricos e 13 pares de
subtelo-acrocéntricos (PORTELA et al., 1988). WASKO et al. (1996) reorganizou
este caribtipo e apresentou-o como tendo 6 cromossomos metacéntricos, 10
submetacéntrico, 16 subtelocéntricos e 20 acrocéntricos. Estudos mais recentes
sobre as diferentes espécies do género Bryconamericus revelam uma notavel
variabilidade cariotipica. Entretanto, o numero dipldide 2n=52 cromossomos
permanece constante (WASKO & GALETTI, 1998; MELO et al., 1999; PAINTNER-
MARQUES et al., 2002a-b, 2003; PORTELA-CASTRO et al., 2007; CAPISTANO et
al., 2008). Tendo em vista a escassez de informagcdo citogenética e ainda a
existéncia de confusdo taxonbémica sobre este grupo, estudos mais apurados
fazem-se necessarios, para melhor identificacdo dos seus componentes e para

compreesao das relagdes existentes entre as espécies.



2. OBJETIVOS

Constatando-se a necessidade de informacdes sobre os componentes deste
grupo e considerando-se a relativa insuficiéncia de dados citogenéticos no género
Bryconamericus, mais especificamente na espécie Bryconamericus stramineus, e
sabendo-se de sua ocorréncia e diversidade em localidades no Estado de Séao
Paulo, foram realizadas investigacdes sobre as caracteristicas citogenéticas deste

grupo, tendo por objetivos:

a) caracterizar citogeneticamente diferentes populacdes de Bryconamericus
stramineus dos componentes das bacias hidrograficas dos Rios Tieté e
Paranapanema (regido de Botucatu), inicialmente através da coloragao

convencional Giemsa;

b) identificar a localizacao e distribuicao das regides organizadoras de nucléolos
(RONs), nos representantes de populacbes desta espécie em diferentes
localidades, através de impregnacao com nitrato de prata e Cromomicina As

(CMA; especifica para regides GC);

c) identificar os padroes de distribuicbes de heterocromatina constitutiva

(Bandas C) nos cromossomos;

d) identificar a presenga de cistrons riboss6micos nos cromossomos do
complemento A, através de hibridacado “in situ” fluorescente (FISH), utilizando

sondas de DNAr5 S e 18S;

f) identificar com o uso das técnicas de bandeamento classico e molecular,
marcadores que possam fornecer informagdes comparativas entre as diferentes

populacoes;



g) estabelecer os padrdes de diversificacdo e interpretar os mecanismos de

especiacao deste grupo de peixes;

h) contribuir com informacdes citogenéticas tanto para o género Bryconamericus
quanto para a espécie B. stramineus, correlacionando os resultados obtidos com

dados disponiveis na literatura.



3. MATERIAL

Os exemplares coletados foram previamente identificados no Laboratério de
Biologia e Genética de Peixes de Botucatu, para saber se correspondiam a espécie
que seria alvo de estudo. Foram analisados 113 exemplares da espécie
Bryconamericus stramineus (Figura 1) coletados nas bacias do Rio Tieté e
Paranapanema (Tabela 1 e Figura 2) em localidades da regidao de Botucatu, SP
(Figuras 3,4, 5,6 e 7).

Os animais foram coletados com o auxilio de pucas e redes de arrasto. Ap6s
serem coletados, foram transportados até o laboratério e mantidos em aquarios
aerados até seu sacrificio para obtencdo de preparacées de Cromossomos
metafasicos, através da extracdo de fragmentos de tecidos da porcéo anterior do
rim e branquias em alguns casos. Para os estudos moleculares, foram coletadas
amostras de figado ou tecido com o intuito de se proceder a extracao e purificacao
do DNA.

Apbs o processamento, os peixes foram numerados de acordo com o livro
de registros do laboratério, fixados inicialmente em formol a 10% e posteriormente
conservados em alcool etilico a 70% e depositados na colecdo de peixes do
Laboratério de Biologia e Genética de Peixes do Departamento de Morfologia do
Instituto de Biociéncias da Universidade Estadual Paulista, Campus de Botucatu,

Sao Paulo, Brasil.



Figura 1 — Foto de exemplares de Bryconamericus stramineus, fixados e
numerados para identificacdo e conservados em alcool.(fonte:Gustavo Pescatori)

Sao Paulo
(Hidrografia) -53° -44°
B Sao Paulo
-20°
TRbTbﬁ

/[\Rio Paranapanema

Figura 2 — Mapa hidrologico do estado de S&o Paulo, evidenciando as Bacias dos
Rios Tieté e Paranapanema. (fonte:Google imagens)



Figura 3 Figura 4

Figura 5

Figura 6 Figura 7

Locais de coleta de Bryconamericus stramineus em componentes das Bacias dos
Rios Tieté e Paranapanema. Figura 3 — Ribeirdo Alambari, municipio de Botucatu,
SP; Figura 4 — Cérrego da Quinta, municipio de Botucatu, SP; Figura 5 — Cérrego
Jacutinga, municipio de Bofete, SP; Figura 6 — Ribeirdo Hortela, municipio de
Botucatu, SP; Figura 7 — Recanto dos Cambaras, municipio de Itatinga, SP.

(fonte:GustavoPescatori).
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4. METODOS
4.1 Estimulacao de Mitoses

Para obtencdo de um maior niumero de mitoses, foi utilizada a técnica de
estimulacao da divisdo celular através da injecéo de solugéo de fermento biolégico,
descrita inicialmente por COLE e LEAVENS (1971) para anfibios e répteis, utilizada
por LEE E ELDER (1980) para pequenos mamiferos e adaptada para peixes por

OLIVEIRA et al. (1988b). O procedimento consiste em:

a) preparar uma solucéo de fermento biolégico (Fleischmann) na seguinte proporcéao
- 0,59 de fermento, 0,5g de acgucar e 7ml de agua destilada;

b) incubar a solugdo em banho-maria (40°C) por cerca de 20 min;

C) injetar a solugao dorso-lateralmente no peixe na propor¢cao de 1ml/100g de peso
do animal;

d) deixar o animal em aquario bem aerado por 48 a 72 horas.

4.2 Preparacao de cromossomos mitoéticos

A técnica utilizada para a obtencédo de preparagdes cromossémicas para a
analise citogenética, realizada em células extraidas da parte anterior do rim para a
obtencdo de cromossomos metafasicos in vivo, foi a descrita por FORESTI et al.

(1981) e utilizada com algumas modificagdes. O procedimento consiste em:

a) injetar solucdo aquosa de colchicina 0,025% (na proporcao de 1ml/100g de peso
do animal) intra-abdominalmente no animal com uma seringa, entre as nadadeiras
peitorais e ventrais. Deixa-lo nadando livremente por 50 minutos;

b) sacrificar o animal, retirando rins e branquias com o auxilio de tesoura e pincas

de ponta fina;



c) colocar os tecidos retirados em placa de Petri contendo cerca de 6ml de solucéao
hipotdnica (KCI 0, 075 M);

d) dissociar o material, procurando obter uma suspensdo de células. Para tal,
primeiro deve-se dissociar o material com pincas de ponta fina, depois,
homogeneizar com o auxilio de uma Pipeta Pasteur;

e) retirar a suspensao celular da placa de Petri e coloca-la em um tubo de
centrifuga. Deixar o tubo no interior de uma estufa a 37°C, durante 21 minutos;

e) retirar a suspenséo celular da estufa, colocar 7 gotas de solucéao fixadora gelada
(metanol e acido acético na proporcao de 3:1, respectivamente). Agitar levemente
a mistura com o auxilio de uma pipeta Pasteur. Deixar em repouso por 5 minutos a
temperatura ambiente;

f) adicionar cerca de 6ml do fixador e novamente agitar a mistura. Levar para
centrifuga a 1000rpm por 10 minutos;

g) retirar o sobrenadante e ressuspender o precipitado em 6ml de fixador;

h) centrifugar por 7 minutos a 1000rpm;

i) centrifugar por mais 2 ou 3 vezes;

j) pingar o material em laminas e secé-las ao ar livre.

4.3 Coloracao com Giemsa
Para coloracdo com Giemsa, utilizou-se o seguinte procedimento, que consiste

em:

a) hidrolisar o material em HCL 1N a 60°C por cerca de 3 minutos.
b) corar com uma solugéo de Giemsa a 5% em tampéo fosfato (pH = 6,7) por 10

minutos.



4.4 Localizacao das regioes organizadoras de nucléolos (Ag-RONs)
As RONs foram detectadas utilizando-se a técnica descrita por HOWELL &

BLACK (1980), seguindo o seguinte protocolo:

Sao utilizadas duas solugoes:

- Solucdo A: solucdo coloidal reveladora: 1g de gelatina muito bem
dissolvida em 50ml de agua deionizada. Acrescenta-se 0,5ml de acido férmico.

- Solucéao B: solucéo de Nitrato de Prata: 1g de AgNO3 dissolvida em 2ml de
agua deionizada.

Essas solucbes, depois de preparadas, devem ser mantidas em frascos

escuros, a 4°C.

O procedimento utilizado para coloracdo das RONSs foi o seguinte:

a) hidrolisar o material contido nas laminas por 3 minutos em HCL 1N a 60°C;

b) secar as laminas;

c) pingar uma gota da solucdo A e duas gotas da solugdo B sobre o material na
lamina; cobrir com laminula;

d) deixar as laminas sobre um suporte no interior de um banho-maria a 60°C;

e) em alguns minutos (aproximadamente 3 minutos) a mistura das solucdes se
torna marrom dourada;

f) lava-se a lamina em agua deionizada e deixa-se secar;

g) corar com Giemsa na proporcao de 1:30 da solugdo-mae em tampao fosfato (pH

= 6,7) por 30 segundos.



4.5 Deteccao da heterocromatina constitutiva (Bandas C)
Para a obtencédo de Bandas C foi utilizada a técnica descrita por SUMNER

(1972) com algumas adaptacdes, que consiste em:

a) hidrolisar as laminas por 30 minutos em HCL 0,2N a temperatura ambiente;
b) lavar em agua destilada;

c) passar por uma solucéo de hidroxido de bario Ba(OH), por cerca de 1 minuto;

d) lavar em HCL 1N a 60°C. Lavar em 4gua destilada;

e) incubar por 30minutos em 2x SSC (pH = 6,8), a 60°C;

f) corar por aproximadamente 30minutos com Giemsa na proporcao de 1:20 em

tampao fosfato (pH = 6,7).

4.6 Bandamento com o fluorocromo base-especifico Cromomicina A; (CMA3)
Para a deteccédo de regides cromossémicas ricas em pares de base GC, foi
utilizada a técnica descrita por SCHWEIZER (1976) que emprega o corante

Cromomicina Az (CMA3), que consiste em:

a) colocar sobre as laminas uma solugao tampao Mcllvaine + MgCI2 e cobrir com
laminula. Incubar em placa de Petri umidecida com o mesmo tampao por 10
minutos;

b) retirar o tampao da lamina com pipeta Pasteur e, sem lavar as laminas, secar a
parte de tras das mesmas;

c) depositar as laminas em placa de Petri, colocar 150 ul de cromomicina (0,5
mg/ml), cobrir com laminulas lavadas em etanol no momento do uso e deixar o

conjunto dentro de uma caixa escura por 15 minutos;



d) retirar as laminulas em tampao Mcllvaine, lavando as laminas nesta solucéo,
vagarosamente;

e) incubar as laminas em solucao de methyl-green/hepes por 15 minutos;

f) secar as laminas, pingar sobre elas uma gota de glicerol com propilgalato e
depositar uma laminula para montagem de uma lamina permanente;

g) deixar as laminas no escuro e na geladeira por pelo menos 20 dias antes da
analise;

h) observar e fotografar em microscopia de fluorescéncia.

4.7 Estudos Cariotipicos

As suspensodes celulares convencionais foram analisadas em microscépio
Optico comum e a andlise da coloracdo cromossdmica com composto fluorescente

em fotomicroscépio digital de fluorescéncia.

As melhores metafases, ou seja, as que apresentaram melhor dispersao e
cromossomos com morfologia mais nitida e melhores padrdes de bandamento,
foram fotografadas em filme branco e preto 25 ASA AGFA-GEVAERT (suspensodes
celulares convencionais) ou registradas no fotomicroscépio digital OLYMPUS BX-
UCB (suspensdes celulares convencionais e de coloracdo cromossémica com

composto fluorescente).

O numero fundamental (NF) de cada espécie foi obtido através da contagem
do numero de bracos cromossdmicos. Assim, com relacdo ao NF, os cromossomos
metacéntricos, submetacéntricos e subtelocéntricos foram considerados como
tendo dois bragos cromossémicos € 0s cromossomos acrocéntricos, como tendo

somente um brago.



4.8 Medidas Cromossomicas

Os cromossomos tiveram sua morfologia estabelecida de acordo com a
relacdo de bracos (RB), proposta por LEVAN et al. (1964) e foram classificados em
metacéntrico (RB de 1,00 a 1,70), submetacéntrico (RB de 1,71 a 3,00),

subtelocémtrico (RB de 3,01 a 7,00) e acrocéntricos (RB maior que 7,00).

4.9 Montagem dos Cariétipos

Feitas as medidas cromossdémicas e estabelecido o numero de
cromossomos metacéntricos (M), submetacéntricos (SM), subtelocéntricos e
acrocéntricos (A), os cromossomos foram arranjados segundo o tipo (M, SM, ST,

A) e em ordem decrescente de tamanho.

4.10 Hibridacao “in situ” Fluorescente (FISH)

O protocolo descrito a seguir foi baseado nos procedimentos adotados por
PINKEL et al. (1986), com alteragdes, adaptado para a espécie estudada para a
realizacdo da hibridacao in situ fluorescente (FISH).

A sonda de DNAr 5S utilizada na hibridacao in situ fluorescente foi obtida de
uma sequéncia do DNAr 5S da espécie Leporinus elongatus (Martins e Galetti Jr.,
1999), clonada no vetor pGEM-T e a sonda de DNAr 18S foi obtida de uma
sequéncia do DNAr 18S da espécie Prochilodus argenteus (Hatanaka e Galetti
Jr., 2004), clonada no vetor pGEM-T. As sondas foram gentilmente cedidas pelo
Prof. Dr. Marcelo Ricardo Vicari, professor do programa de pds-graduacdo em

Biologia Evolutiva da Universidade Estadual de Ponta Grossa, Paran4, Brasil.



4.10.1 Marcacao da sonda

a- Marcacao da sonda DNAr 5S por PCR — digoxigenina 11 dUTP

Reagentes Concentragoes Quantidades

Tampé&o da enzima 10x 5,0 ul

DNA Variavel 10-100ng(1pl)
dATP 2mM 1,0 pl
dCTP 2mM 1,0 pl
dGTP 2mM 1,0 ul
dTTP 2mM 0,7 ul
Digoxigenina 11 dUTP imM 0,6 pl
Primer F 10mM 0,5 ul
Primer R 10mM 0,5 ul
MgCL, (50mM) 2mM 4,0 ul
dH20 34,2 ul
Taq pol 5U/ul 0,5 pl
Total 50 ul

b- Marcacédo da sonda de DNAr 18S por PCR — biotina 14 dATP

Reagentes Concentracoes Quantidades
Tampéao da enzima 10x 5,0 ul
DNA Variavel 10-100ng
dATP 2mM 1,0 ul
dCTP 2mM 1,0 ul
dGTP 2mM 1,0 ul
dTTP 2mM 0,5 ul
Biotina 14 dATP 0,4 mM 2,5 ul
Primer F 2mM 2,5 pl
Primer R 2mM 2,5 ul
MgCL, 2mM 4,0 ul
dH20
Taq pol 5U/ul 0,5 pl

Total 50 ul



4.10.2 Parametros para amplificacao de DNAr 5S e 18S

2-94°C -1~
3-53°C - 45 35 ciclos
4-72°C -2
5-72°C -5

6- 4°C — manutencao

OBS. Checar o produto da PCR em gel de agarose 0,8%.

4.10.3 Precipitacao da sonda

- precipitar o produto da PCR com 1/10 do volume da reagdao com acetato de sodio
- 3M e duas vezes o volume total da reacdo com de etanol PA gelado;

- incubar a —20°C overnight;

- centrifuguar a 14.000 rpm por 10 min;

- descartar o sobrenadante e lavar o pellet com 50 pl etanol 70%;

- centrifugar a 14.000 rpm 5 min;

- descartar o sobrenadante, secar em estufa a 37°C e diluir em x ul de agua (para

uso imediato) ou TE (para ser armazenada por um periodo maior).



4.10.4 Solucées reagentes para hibridacao

a) Solucdo RNAse
- 5 ul RNAse 10mg/ml

- 995 pl 2xSSC
b) Solucédo pepsina

99 mL de H,O
1 mL de HCI 1M
50 pl de pepsina 10%

c) Solucdo de formaldeido

10 mL de PBS 10x
5 mL de MgCl, 1 M
1 mL de formaldeido

Completar para 100 ml com H,O destilada

d) Solucdo Formamida 70%
- 70 mL de formamida
- 30 mL de 2xSSC

e) Solucao de Hibridacao: (estringéncia 77%) duas sondas (DOUBLE FISH)

200 pl Formamida (50% de Formamida);
- 80 ul Sulfato de Dextrano 50% (conc final de 10%);
- 40 pl de 20xSSC (conc final 2xSSC);

- 8 ul DNA de placenta 10mg/ml (1pul/ 1amina);
- 36 ul de H2O gsp. Acrescentada a sonda A
- 36 ul de H2O gsp. Acrescentada a sonda B
- Volume final 400 pl.

f) Solucdo formamida 15%/0,2xSSC

- 30 mL de formamida



- 20 mL de 2xSSC
- 150 mL de HxO destilada

g) Solucao de Tween 0,5%/4xSSC
- 200 mL de 20xSSC
- 5 mL solucéo estoque Tween 10%; ou 500 ul Tween puro
- completar para 1L de H,O

h) Tampéo 5% NFDM/4xSSC
- 20 mL de 20xSSC
- 80 mL de agua milli Q
- 5 gde leite em p6 molico Ca*™* desnatado

OBS. antes de incubar alicotar 5 tubos com 1000 ul cada do tampao 5%

NFDM/4xSSC

4.10.5 Hibridacao (protocolo para 10 laminas)
Tratamento com RNAse (solucdo a)
1- lavar as laminas em tampao PBS 1x durante 5 min. em temperatura

ambiente (shaker);

N
1

desidratar as laminas em série alcodlica 70, 85 e 100%, 5 min cada (secar);

w
1

incubar as laminas em 100 ul de RNAse (0,4% RNAse/2xSSC) a 37 C por
1h em cadmara umida com agua milli-Q;

4- lavar 3 x por 5 min em 2xSSC;

5- lavar durante 5 min em PBS 1x.
OBS. durante a incubagao na RNAse preparar o mix de hibridacao, a formamida a

70% a 70°C e o formaldeido;



Tratamento com Pepsina (solucdo b) - (opcional — pular para passo 8)
6- incubar as laminas por 10 min em solugdo de pepsina 0,005% (em 10mM
HCI) a 37° C (pode ser T° ambiente);

7- lavar em PBS 1x durante 5 min (shaker) a temperatura ambiente;

Fixacao (solucao c)

8- fixar a preparacdao em formaldeideo 1% em PBS 1x/50mM MgClI, durante 10
min a temperatura ambiente;
9- lavar em PBS 1x por 5 min. (shaker);

10- desidratar as laminas em série alcodlicas (70, 85, 100 %) por 5 min cada;

Pré-hibridacao (solucdo d)

11- simultaneamente a desidratacdo em série alcodlica, desnaturar a solugcéao
de hibridacdo a 100°C por um periodo de 10 min e passa-la imediatamente
ao gelo;

12- desnaturar o DNA cromossdmico com formamida 70% em 2xSSC a 70°C
por 5 min;

13- desidratar o material em série alcoodlica 70, 85 e 100% durante 5 min cada.

Obs. a série alcodlica devera estar a —20°C;

Hibridacao (solugéo e)
14- preparar a cdmara umida a 37°C (IMPORTANTE);
15- montar cada lamina com 40 ul de solucdo de hibridacdo, cobrir com

laminula e deixar o material incubando overnight a 37°C;



Lavagens — Segundo dia (solugbes f e g)
16- lavar 2 vezes em formamida 15%/0,2xSSC pH 7.0 a 42 °C durante 10min
cada (Shaker);
17- lavar as laminas 3 vezes em 0,1xSSC a 60°C, por 5 min cada (Shaker);

18- lavar durante 5min em solugéo de Tween 0,5%/4xSSC, ambiente (Shaker);

Bloqueio (solugéo h)
19- incubar as laminas em tampao 5% NFDM/4xSSC por 15 minutos;

20- lavar 2 x 5min com Tween 0,5%/4xSSC, ambiente (Shaker);

Deteccao de duas sondas “DOUBLE FISH”
OBS. montar o mix de anticorpos respeitando as concentracdes do fabricante.
21- montar um mix contendo 994 ul NFDM + 1 ul de avidina FITC conjugada +
5 ul de anti digoxigenina rodamina conjugada.
22- incubar as laminas com 100 ul cada do mix de anticorpos durante 1 h em
camara Umida e escura, a temperatura ambiente;
23- lavar 3 x 5min com Tween 0,5%/4xSSC, ambiente (Shaker);

24- desidratar em &lcool 70, 85 e 100%, 5 min. cada (secar);

Montagem das laminas com DAPI
25-Misturar 400 ul de antifading mais 1 pul de dapi (0,2 mg/mL);

26-Colocar 50 ul da mistura e cobrir com laminula. Guardar no escuro.



5. RESULTADOS

Os exemplares de Bryconamericus stramineus das cinco populacoes
analisadas apresentaram numero dipléide constante de 2n=52 cromossomos. No
entanto, foi identificada uma formula cariotipica diferenciada para cada localidade e
a ocorréncia de trés diferentes niumeros fundamentais; ndo ocorreram diferencas
entre machos e fémeas em quaisquer dos resultados obtidos com diferentes

metodologias empregadas (Tabela 2).

5.1 Populacao de Bryconamericus stramineus do Ribeirao Alambari

(Municipio de Botucatu, SP).

Foram analisados 25 exemplares de B. stramineus, sendo 12 individuos
machos, 11 individuos fémeas e 2 de sexo indeterminado. Ap6s a analise com a
coloragao convencional com Giemsa, foi constatado um numero dipléide de 2n=52
cromossomos e sua férmula cariotipica é composta de 10 cromossomos do tipo
metacéntrico,18 cromossomos do tipo submetacéntrico, 12 cromossomos do tipo
subtelocéntrico e 12 cromossomos do tipo acrocéntrico, sendo o numero
fundamental (NF) igual a 92 (Figura 8, Tabela 2).

A andlise da heterocromatina constitutiva, utilizando-se a técnica de
bandamento C, foi evidenciou a presengca de blocos heterocromaticos
centroméricos e terminais distribuidos na maioria dos cromossomos do seu
complemento cariotipico (Figura 9).

A anadlise das RONS, evidenciadas através da técnica de impregnacao por
nitrato de Prata, que marca apenas cistrons de DNAr ativos, ocorreu em dois
cromossomos do tipo submetacéntrico, com marcagdes na posicao terminal do

braco curto (Figura10).



A andlise das regides ricas em GC, através da técnica de coloracado por
fluorocromo CMAg foi evidenciou em algumas células a marcagdo em apenas um
dos homoélogos do par cromossdmico portador das RONs, o que apresenta um
maior sitio ribossomal. Entretanto, outras marcacdes menos evidentes estao
presentes no complemento cariotipico (Figurai1).

A aplicagéao da técnica de hibridacao in situ fluorescente utilizando a sonda
de DNAr 18S para a localizacdo dos genes ribossbmicos, revelou dois
cromossomos com marcacdes bem evidentes, corroborando os resultados da
impregnacao por nitrato de Prata (RONS) e pela coloracao pelo fluorocromo CMAs.
Além disso, outros quatro cromossomos apresentaram marcacées menos
evidentes nesta populagéo de B. stramineus (Figurai2)

A aplicagéo da técnica de hibridacao in situ fluorescente utilizando a sonda
de DNAr 5S mostrou a presenca de dois cromossomos com marcacdes bem
evidentes e a presenca de um cromossomo com marcagdes mais fracas. (Figura

12).
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Figura 8 — Caridtipo de B. stramineus com coloragdo convencional por Giemsa
(2n=52 cromossomos), de exemplar do Ribeirdo Alambari.



Figura 9 — Metéafase somatica de Bryconamericus stramineus do Ribeirdo
Alambari, submetida ao Bandamento C, evidenciando as regides heterocroméaticas,

nas regides centroméricas e teloméricas dos cromossomos.
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Figura 10 — Metafase somatica de Bryconamericus stramineus do Ribeirdo

Alambari, marcada com nitrato de prata. As setas evidenciam os cromossomos

portadores das RONSs.



Figura 11 — Metafase somatica de Bryconamericus stramineus do Ribeirao
Alambari, tratada com o fluorocromo Cromomicina (CMAg). A seta indica as regides

mais fortemente marcadas, regides ricas em pares de base GC.

Figura 12 — Metafase somatica de Bryconamericus stramineus do Ribeirao
Alambari, submetida a hibridacao in situ fluorescente (Double FISH) com a sonda

de DNAr 5S (marcacao vermelha) e 18S (marcacao verde).



5.2 Populacao de Bryconamericus stramineus do Corrego da Quinta

(Municipio de Botucatu, SP).

Foram analisados 22 exemplares de B. stramineus, sendo 17 machos e 5
fémeas. Apds a analise com a coloragdo convencional com Giemsa, foi constatado
que todos apresentaram numero dipldide de 2n=52 cromossomos. A férmula
cariotipica € composta de 14 cromossomos do tipo metacéntrico, 12 cromossomos
do tipo submetacéntricos, 14 cromossomos do tipo subtelocéntrico e 12
cromossomos do tipo acrocéntrico, sendo seu numero fundamental (NF) igual a 92
(Figura 13, Tabela 2).

A analise da heterocromatina constitutiva, através do bandamento C,
evidenciou a presenga de blocos heterocromaticos teloméricos, centroméricos e
intersticiais distribuidos nos cromossomos do complemento cariotipico (Figura 14).

A andlise das RONS, evidenciadas através da impregnacao pelo nitrato de
prata, revelou marcacao evidente em trés cromossomos do tipo submetacéntrico
em um grende numero de metéfases, indicando a ocorréncia de um sistema do tipo
de RONs multiplas, com marcagdes na posicao terminal do braco curto dos
cromossomos (Figura 15).

A analise das regides ricas em GC, através da coloracao dos cromossomos
com o fluorocromo CMA3;, evidenciou marcagdes coincidentes com as RONs nos
respectivos cromossomos (Figura 16).

Através da técnica de hibridagao in situ fluorescente utilizando a sonda de
DNAr 18S, para a localizacdo dos genes ribossémicos, foram observados pelo

menos trés cromossomos com marcagcdes bem evidentes e mais um



cromossomos com marcagoes menos evidentes nesta populacao de B. stramineus
(Figurai7).

A aplicagéao da técnica de hibridacao in situ fluorescente utilizando a sonda
de DNAr 5S mostrou a presenca de trés cromossomos com marcacoes evidentes e

a presenca de um cromossomo com marcagdes mais fracas. (Figura 17).
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Figura 13 — Cariotipo de B. stramineus com coloragdo convencional por Giemsa
(2n=52 cromossomos), de exemplar do Corrego da Quinta.



Figura 14 — Metafase somatica de Bryconamericus stramineus do Cérrego da
Quinta, submetida ao Bandamento C, evidenciando as regides heterocromaticas

nas regides teloméricas, centroméricas e intersticiais.

Figura 15 — Metafase somatica de Bryconamericus stramineus do Cérrego da
Quinta, marcada com nitrato de prata. As setas evidenciam 0S Cromossomos

portadores das RONSs.



Figura 16 — Metafase somatica de Bryconamericus stramineus do Cérrego da
Quinta, tratada com o fluorocromo Cromomicina (CMAgs). A seta indica as regides

mais fortemente marcadas, regides ricas em pares de base GC.

Figura 17 — Metafase somatica de Bryconamericus stramineus do Cérrego da
Quinta, submetida a hibridacao in situ fluorescente (Double FISH) com a sonda de

DNAr 5S (marcacao vermelha) e 18S (marcacgao verde).



5.3 Populacdo de Bryconamericus stramineus do Cérrego Jacutinga
(Municipio de Bofete, SP).

Foram analisados 23 exemplares de B. stramineus, sendo 19 machos e 4
fémeas. Apds a analise com a coloragdo convencional com Giemsa, foi constatado
que todos apresentaram um numero dipldide 2n=52 cromossomos. Sua férmula
cariotipica € composta de 12 cromossomos do tipo metacéntrico, 16 cromossomos
do tipo submetacéntrico, 16 cromossomos do tipo subtelocéntrico e 8
cromossomos do tipo acrocéntrico, sendo seu numero fundamental (NF) igual a 96
(Figura 18, Tabela 2).

A andlise da heterocromatina constitutiva, através do bandamento C,
evidenciou a presenca de blocos heterocromaticos na maioria dos cromossomos.
Blocos centroméricos, intersticiais e teloméricos também foram observados em
alguns cromossomos do complemento cariotipico (Figura 19).

A andlise das RONS, evidenciadas através da impregnacao pelo nitrato de
prata, ocorreu em dois cromossomos do tipo submetacéntrico, com as marcacdes
localizadas na posi¢ao terminal do bragco curto deste par cromossémico (Figura
20).

A analise das regides ricas em GC, através da coloracao dos cromossomos
com o fluorocromo CMAg,evidenciou marcagdes coincidentes com as RONs nos
respectivos cromossomos (Figura 21).

A aplicagao da técnica de hibridacao in situ fluorescente utilizando a sonda
de DNAr 18S, para a localizagdo dos genes ribossémicos, revelou dois
cromossomos com marcagdes bem evidentes, corroborando os resultados da

impregnacao por nitrato de Prata (RONS) e pela coloracao pelo fluorocromo CMAs.



Além disso, mais um cromossomo apresentou marcagdes menos evidentes nesta
populacéo de B. stramineus (Figura 22)

A aplicagao da técnica de hibridacao in situ fluorescente utilizando a sonda
de DNAr 5S mostrou a presenca de dois cromossomos com marcacdes bem
evidentes e a presenca de mais um cromossomo com marcacao mais fraca.

(Figura 22).
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Figura 18 — Carittipo de B. stramineus com coloragdo convencional por Giemsa
(2n=52 cromossomos), de exemplar do Corrego Jacutinga.
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Figura 19 — Metafase somatica de Bryconamericus stramineus do Corrego
Jacutinga, submetida ao Bandamento C, evidenciando as regides heterocromaticas

nas regides teloméricas, centroméricas e intersticiais.
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Figura 20 — Metafase somatica de Bryconamericus stramineus do Corrego
Jacutinga, marcada com nitrato de prata. As setas evidenciam os cromossomos

portadores das RONSs.



Figura 21 — Metafase somatica de Bryconamericus stramineus do Corrego
Jacutinga, tratada com o fluorocromo Cromomicina (CMA3). A seta indica as

regides mais fortemente marcadas, regides ricas em pares de base GC.

Figura 22 - Metafase somatica de Bryconamericus stramineus do Corrego
Jacutinga, submetida a hibridagao in situ fluorescente (Double FISH) com a sonda

de DNAr 5S (marcacao vermelha) e 18S (marcacao verde).



5.4 Populacao de Bryconamericus stramineus do Ribeirao Hortela (Municipio

de Botucatu, SP).

Foram analisados 17 exemplares de B. stramineus, sendo 5 machos e 12
fémeas. Apds a analise com a coloragdo convencional com Giemsa, foi constatado
que todos apresentaram um numero dipldide 2n=52 cromossomos. A férmula
cariotipica é composta de 6 cromossomos do tipo metacéntrico, 12 cromossomos
do tipo submetacéntrico, 14 cromossomos do tipo subtelocéntrico e 20
cromossomos do tipo acrocéntrico, sendo seu numero fundamental (NF) igual a 84
(Figura 23, Tabela 2).

A analise da heterocromatina constitutiva, através do bandamento C,
evidenciou a presenga de blocos heterocromaticos centroméricos e teloméricos
distribuidos em alguns cromossomos do complemento cariotipico (Figura 24).

A andlise das RONS, evidenciadas através da impregnacao pelo nitrato de
prata, ocorreu em dois cromossomos do tipo submetacéntrico, com as marcacdes
na posicao terminal do braco curto deste par cromossdémico (Figura25).

A analise das regides ricas em GC, através da coloracao dos cromossomos
com o fluorocromo CMA3; evidenciaram marcagdes coincidentes com as RONs
nos respectivos cromossomos (Figura 26).

Através da técnica de hibridagao in situ fluorescente utilizando a sonda de
DNAr 18S, para a localizagdo dos genes riboss6micos, foi observado dois
cromossomos com marcacdes bem evidentes corroborando com os resultados da
impregnacao por nitrato de Prata (RONS) e pela coloracao pelo fluorocromo CMAs.
Além disso, mais um cromossomo apresentou marcagées menos evidentes nesta

populacdo de B. stramineus (Figura 27).



A aplicagéao da técnica de hibridacao in situ fluorescente utilizando a sonda
de DNAr 5S mostrou a presenca de dois cromossomos com marcacdes bem
evidentes e a presencga de dois cromossomos com marcag¢des mais fracas. (Figura

27).
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Figura 23 — Cariétipo de B. stramineus com coloragdao convencional por Giemsa

(2n=52 cromossomos), de exemplar do Ribeirdo Hortela.




Figura 24 — Metafase somatica de Bryconamericus stramineus do Ribeirdo
Horteld, submetida ao Bandamento C, evidenciando as regides heterocromaticas

nas regioes teloméricas e centroméricas.

” "‘/
NG “ )
- 5 N - -
- »~
- J "
L A
- > .
- -
R . ’
’ 1

Figura 25 — Metafase somatica de Bryconamericus stramineus do Ribeirao
Hortela, marcada com nitrato de prata. As setas evidenciam os cromossomos
portadores das RONSs.



Figura 26 — Metafase somatica de Bryconamericus stramineus do Ribeirao
Hortela, tratada com o fluorocromo Cromomicina (CMA3). A seta indica as regides

mais fortemente marcadas, regides ricas em pares de base GC.

Figura 27 — Metafase somatica de Bryconamericus stramineus do Ribeirao
Horteld, submetida a hibridacao in situ fluorescente (Double FISH) com a sonda de

DNAr 5S (marcacao vermelha) e 18S (marcacgao verde).



5.5 Populacao de Bryconamericus stramineus do Recanto dos Cambaras

(Municipio de Itatinga, SP).

Foram analisados 26 exemplares de B. stramineus, sendo 23 machos e 3
fémeas. Apds a analise com a coloragdo convencional com Giemsa, foi constatado
que todos apresentaram um numero dipldide 2n=52 cromossomos. A férmula
cariotipica é composta de 6 cromossomos do tipo metacéntrico, 10 cromossomos
do tipo submetacéntrico, 28 cromossomos do tipo subtelocéntrico e 8
cromossomos do tipo acrocéntrico, sendo seu numero fundamental (NF) igual a
104 (Figura 28, Tabela 2).

A analise da heterocromatina constitutiva, através do bandamento C,
evidenciou a presenca de blocos heterocromaticos centroméricos, intersticiais e
teloméricos distribuidos em alguns cromossomos do complemento cariotipico
(Figura 29).

A anadlise das RONS, evidenciadas através da impregnacao pelo nitrato de
prata, ocorreu freqlientemente em trés cromossomos do tipo submetacéntrico,
evidenciando a ocorréncia de RONs multiplas, com as marcacdes ocorrendo na
posicao terminal do brago curto dos cromossomos (Figura 30).

O tratamento dos cromossomos com o fluorocromo CMA;, analisando a
distribuicao de regides ricas em GC, evidenciou marcagdes brilhantes em apenas
dois cromossomos submetacéntricos, provavelmente coincidindo com os
portadores da Ag-RONSs, que apresentam sitios ribossomais maiores (Figura 31).

A utilizacao da técnica de hibridacéo in situ fluorescente utilizando a sonda
de DNAr 18S, para a localizagdo dos genes ribossémicos, revelou dois
cromossomos com marcacdes bem evidentes, corroborando os resultados da

coloracgao pelo fluorocromo CMAg3 nesta populagéao de B. stramineus (Figura 32).



A aplicagéao da técnica de hibridacao in situ fluorescente utilizando a sonda
de DNAr 5S mostrou a presenca de trés cromossomos com marcacoes bem
evidentes e a presenca de dois cromossomo com marcacdes mais fracas. (Figura

32).



‘ " | T
W Om

] (1] " (5 [}] (1 (1] " 1] (1]
il b} n b4

(00w

Figura 28 — Cariotipo de B. stramineus com coloragdo convencional por Giemsa

(2n=52 cromossomos), de exemplar do Recanto dos Cambaras.



Figura 29 — Metafase somatica de Bryconamericus stramineus do Recanto dos
Cambaras, submetida ao Bandamento C, evidenciando as regides

heterocromaticas nas regides teloméricas, centroméricas e intersticiais.
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Figura 30 — Metéfase somatica de Bryconamericus stramineus do Recanto dos
Cambaras, marcada com nitrato de prata. As setas evidenciam os cromossomos

portadores das RONSs.



Figura 31 — Metafase somatica de Bryconamericus stramineus do Recanto dos
Cambaras, tratada com o fluorocromo Cromomicina (CMA3). A seta indica as

regides mais fortemente marcadas, regides ricas em pares de base GC.

Figura 32 — Metafase somatica de Bryconamericus stramineus do Recanto dos
Cambaras, submetida a hibridacao in situ fluorescente (Double FISH) com a sonda

de DNAr 5S (marcacao vermelha) e 18S (marcacao verde).
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6. DISCUSSAO

Citogeneticamente, as espécies de Characidae sao bastante diversificadas.
Apresentam variagdes quanto ao numero dipléide (MORELLI, BERTOLLO e
MOREIRA-FILHO, 1983; OLIVEIRA et al., 1988a; PORTELLA, GALETTI Jr. e
BERTOLLO, 1988; AREFJEV, 1990), distribuicdo de heterocromatina constitutiva
(SOUZA, MOREIRA-FILHO e GALETTI Jr., 1996; MANTOVANI et al., 2000,
MANTOVANI et al, 2004), localizacdo, numero e tamanho das regides
organizadoras de nucléolos (MOREIRA-FILHO, BERTOLLO e GALETTI Jr., 1984;
GALETTI Jr., 1998), presenca de cromossomos supranumerarios (MOREIRA-
FILHO et al, 2001), cromossomos sexuais (ARTONI e BERTOLLO, 2002)
diplocromossomos (SOUZA, MOREIRA-FILHO e BERTOLLO, 1995) e poliploidia
(FAUAZ, VICENTE e MOREIRA-FILHO, 1994). Entretanto, sdo poucos os casos
de polimorfismo cromossémico estrutural relatado para representantes desta
familia (CENTOFANTE, PORTO e FELDBERG, 2002; PACHECO, GIULIANO-

CAETANO e DIAS, 2001).

O numero dipléide 2n=52 cromossomos € um dos mais freqlentes no
género Bryconamericus - exceto para individuos de uma populacao estudada por
WASKO & GALETTI (1998) que apresenta 2n=54 cromossomos - sendo descrito
por diversos autores e apresentando férmula cariotipica muito variavel (Tabela 3).
Um complemento cromossémico de 2n= 52 cromossomos € muito comum entre as
espécies da familia Characidae (OLIVEIRA et al. 1988a; FALCAO, 1988;
AREFJEV, 1990) incluindo algumas outras espécies de Incertae sedis, como
Piabina argéntea (MOREIRA-FILHO, et al, 1978; PORTELLA, et al, 1988;
WASKO, 1996), Hemigramus aff. Schmardae e Hyphessobrycon stictus (SCHELL

e CRISTENSEN, 1970). No presente trabalho, os cariétipos analisados de



Bryconamericus mantiveram-se conservativos quanto ao numero, sendo
encontrado um numero dipléide 2n=52 cromossomos para todos os exemplares
analisados, nas cinco populacdes desta espécie, em duas Bacias Hidrograficas,
corroborando os resultados descritos para a espécie e para o género. WASKO E
GALETTI JR. (1998) acreditam que um cariétipo de 2n=52 cromossomos seja uma

caracteristica primitiva em Bryconamericus.

Nas populagbes analisadas, cinco citotipos diferentes foram encontrados,
distintos dos ja descritos para a espécie, apresentando uma pequena variacao
para o0 género, porém com valores muito préximos aos ja encontrados,
comprovando assim a alta variabilidade cariotipica descrita para o género
Bryconamericus (Tabela 3). Contudo, pequenas diferengas envolvendo a estrutura
cariotipica em peixes que apresentam quatro tipos de cromossomos (m, sm, st, a)
podem, algumas vezes, ser atribuidas a desvios na medida dos cromossomos no
momento da montagem dos cariétipos, visto que muitos cromossomos encontram-

se no limite entre um tipo e outro, segundo a classificacdo de LEVAN et al. (1964).

O numero fundamental (NF) neste género varia de 84 a 102 (PORTELA et
al., 1988; WASKO et al., 1996; WASKO E GALETTI JR., 1998; PAINTNER-
MARQUES et al., 2002a, 2003; PORTELA-CASTRO et al., 2007; CAPISTANO et
al., 2008). Neste trabalho, os exemplares de uma das localidades apresentaram
um numero fundamental NF=84, resultado este igual ao descrito por WASKO et al.
(1996) nesta espécie; duas localidades apresentaram o numero fundamental
NF=92 e em outras duas o numero fundamental foi NF=96, corroborando os
resultados da literatura (Tabela 3). As diferencas na estrutura cariotipica podem ter
sido evidenciadas principalmente por divergéncias no nimero de Cromossomos

acrocéntricos. Variagées do numero fundamental (FN) podem ser resultados de



rearranjos cromossémicos, principalmente dos tipos translocacdées e inversdes
pericéntricas, que podem ser considerados como mecanismo importante de
diversificacao e evolucao cariotipica neste grupo de peixes (WASKO et al., 1996;
WASKO E GALETTI JR., 1998). Contudo, DENTON (1973) e KIRPICHNIKOV
(1973) sugerem que as inversdes pericéntricas sdo um dos principais tipos de

mecanismos responsaveis pela evolucao cariotipica em peixes.

Tabela 3: Dados citogenéticos comparativos no género Bryconamericus em diferentes

localidades do Brasil, dispostos em ordem crescente de numero fundamental (NF).

Localidades

Espécies Rios (estados) 2n | NF Férmula Cariotipica Referéncia
B. stramineus Ribeirdo Horteld (SP) 52| 84 | 6M+12SM+14ST+20A | presente estudo
B. stramineus Rio Mogi-Guagu (SP) 52| 84 | 6M+10SM+16ST+20A | WASKO et al. (1996)
B. aff. exodon - cit.I° Riacho Trés Bocas (PR) 52| 86 | 16M+12SM+6ST+18A | PAINTNER-MARQUES et al. (2002a)
Bryconamericus sp. B Rio Piracicaba (SP) 52| 88 | 6M+10SM+16ST+20A | WASKO and GALETTI (1998)
B. aff. Iheringii - cit. I’ | Riacho Tatupeba 52| 88 | 8M+20SM+8ST+16A CAPISTANO, et al. (2008)
B. aff. Iheringii - cit. I° Rio Keller (PR) 52| 90 [ 12M+18SM+8ST+14A | PORTELA-CASTRO et al. (2007)
Bryconamericus sp. C Riacho Trés Bocas (PR) 52| 90 | 6M+18SM+14ST+14A | WASKO and GALETTI (1998)
Bryconamericus sp. D Riacho Avoadeira (MT) 52| 90 | 8M+14SM+16ST+14A | WASKO and GALETTI (1998)
B. aff. Iheringii - cit.I® Corrego Maringa (PR) 52| 90 | 12M+18SM+8ST+14A | CAPISTANO, et al. (2008)
B. stramineus Cérrego da Quinta (SP) 52| 92 | 14M+12SM+14ST+12A | presente estudo
B. stramineus Ribeirdo Alambari (SP) 52| 92 | 10M+18SM+12ST+12A | presente estudo
B. aff. exodon - cit.II’ Riacho Trés Bocas (PR) 52| 92 | 10M+24SM+6ST+12A | PAINTNER-MARQUES et al. (2002a)
B. aff. Iheringii Rio Agua da Floresta (PR) 52| 92 | 8M+22SM+10ST+12A | PAINTNER-MARQUES et al. (2003)
B. off. Iheringii - cit. II” Rio Keller (PR) 52| 94 | 8M+285SM+6ST+10A PORTELA-CASTRO et al. (2007)
Bryconamericus sp. A Rio Piracicaba (SP) 52| 94 | 6M+30SM+6ST+10A WASKO and GALETTI (1998)
B. stramineus Codrrego Jacutinga (SP) 52| 96 | 12M+16SM+16ST+8A | presente estudo
B. stramineus Recanto dos Cambaras (SP) 52| 96 | 6M+10SM+28ST+8A presente estudo
B. ornaticeps Rio Surui, Roncador (RJ) 52| 98 | 32M-SM+14ST+6A MELO et al. (1999)
Bryconamericus sp. E Riacho Avoadeira (MT) 54 | 102 | 10M+16SM+22ST+6A | WASKO and GALETTI (1998)

O bandamento C tem sido amplamente utilizado em estudos citogenéticos
de peixes (ALMEIDA-TOLEDO et al., 1996; MARGARIDO e GALETTI JR., 1999;

MANTOVANI et al, 2004; entre outros). O padrao de distribuicdo da



heterocromatina constitutiva ao longo dos cromossomos tem sido utilizado para a
identificacdo de polimorfismos cromossdémicos (MOLINA, 1995), para a
identificacdo de cromossomos sexuais (GALETTI & FORESTI, 1986; ANDREATA
et. al., 1992; entre outros) e para caracterizar espécies ou grupos de espécies

(GALETTI et. al., 1991; MARGARIDO & GALETTI, 1996, entre outros).

Entre os peixes, ha uma tendéncia para a presenca de blocos
heterocromaticos centroméricos e teloméricos (ALMEIDA-TOLEDO et al., 1981;
GOLD et al., 1986; GARCIA et al., 1987; FORESTI et al., 1989). DERGAN &
BERTOLLO (1990) indicam que h& uma predomindncia de Bandas C
pericentroméricas entre os Characiformes. Entretanto, FORESTI et al. (1989)
afirmam que, no caso da familia Characidae, ndo existem evidéncias que indiquem
uma tendéncia a uma localizagdo especifica de Bandas C para as espécies deste
grupo. A espécie Astyanax scabripinnis, por exemplo, tem uma predominancia de
bandas heterocromaticas teloméricas (MOREIRA-FILHO e BERTOLLO, 1991;
MAISTRO et al., 1992), enquanto que em Moenkhausia santafilomenae a

heterocromatina intersticial esta presente em varios cromossomos.

Através da técnica de bandeamento C, fazendo-se a analise da
heterocromatina constitutiva em Bryconamericus stramineus do Ribeirdo Alambari,
Cérrego da Quinta, Corrego Jacutinga, Ribeirdo Hortela e Recanto dos Cambaras
foi constatada a presenca de um padrdao de blocos heterocromaticos
preferencialmente em regides centroméricas e teloméricas em diferentes
cromossomos do complemento cariotipico. Foi observada também a presenca de
alguns pequenos blocos heterecromaticos intersticiais e a presenga de blocos
maiores de heterocromatina nas regides teloméricas, estas associadas as regides

das RONSs. Os resultados mostram que os exemplares de todas as localidades



analisadas mantiveram um mesmo padrao, uma mesma tendéncia na distribuicao
da heterocromatina, nao existindo grandes diferencas na quantidade de
heterocromatina sendo assim. Tais caracteristicas corroboram com os resultados

descritos por outros autores para o género.

A distribuicdo da heterocromatina constitutiva é variavel nas espécies de
Bryconamericus e parece nao ter uma tendéncia geral quanto & sua localizagéo.
Sendo assim, cada espécie pode ser caracterizada por um determinado padrao de
Banda C, de acordo com WASKO e GALETTI (1998). Em 1996, WASKO e
colaboradores em estudos realizados em duas populacdes de Bryconamericus,
observou em ambas a presenca de blocos de heterocromatina preferencialmente
localizados nas regides de centrbmero e teldbmero dos cromossomos, além de
pequenos blocos intersticiais e também grandes blocos de heterocromatina
associados as NORs, principalmente aqueles detectados no par 21 de

Bryconamericus sp A e no par 13 de Bryconamericus sp B.

WASKO e GALETTI JR. (1998), observaram blocos heterocromaticos nas
regides intersticial, telomérica e centromérica dos cromossomos de cinco
populacées de Bryconamericus spp.; Bryconamericus sp A tinha uma grande
quantidade de heterocromatina no braco curto dos pares 4, 6 € 9; Bryconamericus
sp. B mostrou blocos heterocromaticos pericentroméricos nos pares 10, 11, 13, 20,
21 e 24; Bryconamericus sp. C apresentou heterocromatina telomérica no braco
curto dos pares 9 e 16; Bryconamericus sp. D mostrou heterocromatina
centromérica e telomérica e Bryconamericus sp. E mostrou grandes blocos de
heterocromatina nos pares 1, 2, 8 e 14, parecendo envolver todo o braco destes.
Em estudos realizados por PORTELLA-CASTRO (1999) Bryconamericus aff.

Iheringii, citétipos 1 e 2, e Bryconamericus spp. da bacia do Rio Ivai (PR), blocos



heterocromaticos estao restritos as regides centroméricas de praticamente todos
0s cromossomos e também sobre bracos curtos de pares correspondentes
aqueles com marcacdo de RONs. No rio Agua da Floresta, parte da bacia do Rio
Tibagi (PR), PAINTNER-MARQUES et al. (2003) observou em Bryconamericus aff.
Iheringii, blocos heterocromaticos nas regides centroméricas e teloméricas na
maioria dos cromossomos e também fortes marcacdes nas regides teloméricas dos
pares 16, 17, 18, 19 e 20, todos subtelocéntricos, que podem ser considerados
marcadores heterocromaticas nesta espécie. Em estudos realizados por
PORTELLA-CASTRO et al. (2007) em Bryconamericus aff. lheringii do Rio Keller
(afluente do Rio Ivai — PR), a heterocromatina constitutiva foi detectada na regiao
pericentromérica e telomérica da maior parte dos cromossomos dos dois citétipos
descritos nessa populacao, no entanto, os pares 2, 9 e 12 do cit6tipo | e os pares
6, 7, e 11 do citétipo Il, apresentam blocos heterocromaticos teloméricos, o que

permite a identificacdo de cada cariétipo.

Entre os peixes, uma correspondéncia entre as RONs e sitios de Banda C
positivos € relativamente comum (GALETTI JR. e RASH, 1993b; SOUZA,
MOREIRA-FILHO e GALETTI JR, 1996). Para MOREIRA-FILHO, BERTOLLO e
GALETTI (1984) a presenca de heterocromatina na regido de RONs poderia ter
influéncia nos rearranjos cromossémicos nestas regides, podendo facilitar o

acumulo desses loci (FUJIWARA et al., 1998).

Todos os individuos aqui analisados parecem apresentar RONs
coincidentes com regides heterocromaticas. Geralmente, em peixes, as RONs
estdo associadas a regides heterocromaticas, ou seja, a regides Banda C -
positivas, ao contrario do que ocorre em mamiferos (ALMEIDA-TOLEDO et. al.,

1981). Segmentos heterocromaticos coincidentes com as RONSs, ja foram relatados



em Apareiodon piracicabae (MOREIRA-FILHO et al., 1984), Leporinus (GALETTI
et al.,, 1991) e diversas espécies de Brycon (MARGARIDO & GALETTI, 1996). Esta
situacao de congruéncia das RONs e das regides de heterocromatina mostra um
aparente antagonismo, ou seja, uma regiao altamente ativa (RON), associada a
segmentos que apresentam comportamento de uma regido inativa
(heterocromatina). Talvez a metodologia empregada para a deteccao de regides de
heterocromatina constitutiva e regides organizadoras de nucléolos nao forneca
nitidez suficiente para demonstrar que na realidade tais regides nao sao
coincidentes, mas sim adjacentes ou intercaladas (WASKO, 1996). Situacao similar
também foi detectada em diferentes espécies de Anura (SCHMID, 1978 e 1980;

KING, 1980).

As regides organizadoras de nucléolos (RONs) podem constituir excelentes
marcadores citotaxonémicos, podendo inclusive ser utilizadas para formular
hipéteses filogenéticas. Em peixes, o numero e/ou a localizagdo das RONs foram
descritos para 231 espécies. Destas, 164 (71%) apresentaram RONs simples, 35
(15%) apresentaram 2 pares de cromossomos nucleolares e 32 (14%)
apresentaram mais de 2 pares de cromossomos portadores de RONs (OLIVEIRA &

FORESTI, 1994).

Algumas subfamilias de Characidae podem ser caracterizadas por
apresentarem RONs simples, como Bryconinae (ALMEIDA-TOLEDO et al., 1996;
MARGARIDO e GALETTI JR., 1996) ou multiplas como Serrasalminae (GALETTI
JR., SILVA e CERMINARO, 1985b). Outros grupos podem apresentar tanto RONs
simples como multiplas, como é o caso de Astyanax. Para este género, tem sido
descrito a presenca de RONs simples ou mdltiplas com até 15 cromossomos

marcados (ROCON-STANGE; ALMEIDA-TOLEDO, 1993).



Nas popula¢des de Bryconamericus stramineus estudadas neste trabalho,
foi identificada a presenca de RONs simples e multiplas. A primeira RON simples
encontrada no género Bryconamericus foi observada em uma populacdo de
Bryconamericus aff. Iheringii do rio Agua da Floresta, bacia do rio Tibagi (PR), na
qual foram identificadas RONS em regides teloméricas sobre o brago curto de um
par de cromossomos submetacéntricos grandes, em estudos realizados por
PAINTNER-MARQUES et al. (2003). Mais recentemente, CAPISTANO et al. (2008)
estudando a populagédo do riacho Tatupeba (PR) revelou também um padrao de
RONs simples, marcando apenas um par de cromossomos submetacéntricos.
Embora seja rara a presenca de RONs simples neste género, nos exemplares
analisados das populacées do Ribeirdao Alambari, Cérrego Jacutinga e Ribeirdo
Hortela foram também observadas RONs simples, encontradas na regiao
telomérica sobre o braco curto de um par de cromossomos submetacéntricos
grandes, corroborando assim com resultados existentes para este género. RONs
simples sdo observadas em outros géneros da subfamilia Incertae sedis, como
Moenkausia (PORTELA, GALETTI E BERTOLLO, 1988), Gymnocorymbus
(ALBERDI e FERNOCCHIO, 1997); para a sub-familia Bryconinae, também é
descrita a ocorréncia de RONs simples (ALMEIDA-TOLEDO et al, 1996;
MARGARIDO; GALETTI JR., 1996). Na espécie Orthospinus franciscencis, RONs

simples foram descritas por PFISTER, MOREIRA-FILHO e BERTOLLO (1997).

Entre os mamiferos, os cari6tipos com um unico par de RONs podem ser
considerados como sendo ancestrais em relagdo aos caridtipos com multiplas
RONs (HSU et. al, 1975). Considerando-se estas caracteristicas e tomando-se
estes dados como verdadeiros também para peixes, as populacées do Ribeirdo

Alambari, Cérrego Jacutinga e Ribeirdo Hortela podem ser considerados



ancestrais, com relacdo as regidbes organizadoras de nucléolos, quando
comparadas a outras populacées do género e as outras duas populagdes de B.
stramineus analisadas no presente estudo (Cérrego da Quinta e do Recanto dos
Cambaras), que apresentam RONs multiplas e seriam assim consideradas mais

recentes.

A presenca de um sistema de RONs multiplas é a condicao mais freqliente
encontrada no género Bryconamericus, sendo descrita por varios autores. Em
estudos realizados por WASKO e GALETTI JR. (1999) em quatro espécies de
Bryconamericus, duas pertencentes ao rio Piracicaba (SP), uma populacdo do
cérrego Trés Bocas (PR) e outra populacéao do cérrego Avoadeiras (MT), observou-
se nove feno6tipos diferentes, baseados sobre o numero e a localizagdo das RONSs.
Nao ha um fenétipo de RONs comum partilhada pelas quatro espécies mas, a
ocorréncia de um fenétipo denominado 3p (NOR no braco curto de um acrocéntrico
médio) detectado em Bryconamericus sp. B, Bryconamericus sp.C e
Bryconamericus sp.D, indicando que esta poderia ser uma posi¢cao ancestral que
figura entre estes peixes. PORTELLA-CASTRO (1999), analisou trés espécies de
Bryconamericus da bacia hidrogéfica do rio Ivai (PR) e observou uma variacao de
dois a quatro cromossomos nucleolares. PAINTNER-MARQUES et al. (2002b)
realizou estudos em Bryconamericus aff. exodon coletados no corrego Trés Bocas
(PR) e relatou a ocorréncia de dois a cinco cromossomos nucleolares nesta
populacdo. Em estudos realizados por CAPISTANO et al. (2008) em populacdes
de Bryconamericus aff. iheringii do corrego Maringa (PR) e do rio Keller (PR),

ambas apresentaram dois a quatro cromossomos marcados pelo nitrato de prata.

Nas populagdes de Bryconamericus stramineus do Recanto dos Cambaras

e do Cérrego da Quinta, através da técnica de impregnacao por nitrato de prata



ficou evidente a marcacao de trés cromossomos do tipo submetacéntrico na
maioria das metafases analisadas, estando as RONS presentes na posicao
terminal do braco curto destes cromossomos, e enquadrando estas duas
populacées no grupo de peixes que apresentam multiplas RONs (GALETTI et al.,

1985a; ALMEIDA-TOLEDO & FORESTI, 1985).

Variacbes no niumero de cromossomos portadores de regides organizadoras
de nucléolos sdo comuns também em outros peixes da subfamilia Incertae Sedis.
Em estudos realizados por PORTELLA et al. (1988), Piabina argéntea apresentou
de um a quatro cromossomos com RONs; MORELLI (1981), estudando a espécie
Astyanax (A. bimaculatus, A. fasciatus e A. schubarti) detectou de trés a seis
cromossomos portadores de RONs e Astyanax scabripinis (SOUZA & MOREIRA-
FILHO, 1992; ROCON-STANGE & ALMEIDA-TOLEDO, 1993) também apresenta
mais de um par de cromossomos nucleolares. Em outros Characidae, como em
Cynopotaminae (FALCAO & BERTOLLO, 1985), Triporteinae (FALCAO, 1988;
BERTOLLO & CAVALLARO, 1992) e Serrasalminae (GALETTI et al., 1985b;
CESTARI & GALETTI, 1992a, b; MARTINS-SANTOS et al., 1994; CESTARI, 1996)
também foram detectadas RONs multiplas. Outra espécie de Characidae,
pertencente a subfamilia Tetragonopterinae, Tetragonopterus chalceus
(PORTELLA et al., 1988) também apresenta mais de um par de cromossomos

portadores de RONs.

A localizacao dos sitios das RONs pela coloracdo com nitrato de prata nao
pode, contudo, ser considerada como uma identificacao definitiva, uma vez que s6
identifica os sitios que estiverem funcionalmente ativos na interfase anterior
(GOODPASTURE & BLOOM, 1975; MILLER et al, 1976; HOWELL, 1977;

HOWELL & BLACK, 1980), tal fato se deve ao fato deste composto combinar-se as



proteinas acidas presentes ao redor dos genes ribossdémicos e ndo com o préprio
DNAr (HOWELL, 1977). Entretanto, estas RONs também podem ser evidenciadas,
independentemente de sua atividade transcricional, com o uso de corantes GC-
especificos, como a cromomicina Az (CMA3) mitramicina (MM) (HOWELL, 1982;
SCHIMID et al, 1982; ROCCHI, 1982; SATYA-PRAKASH & PATHAK, 1984;
PHILLIPS et al., 1989a,b; SOLA et al,, 1992a, b; GALETTI & RASCH, 1993a,b).
Geralmente a coloracdo com os fluorocromos GC especificos detecta as RONs
independentemente de suas atividades (SCHMID, 1980). O estudo das RONs com
fluorocromos, no entanto, também nao pode ser considerado como definitivo, pois
podem evidenciar regides heterocromaticas ricas em GC nao associadas as RONs
(SOUZA et al., 2001) além de marcar alguns sitios de DNAr 18S (MANDRIOLI et
al., 2001; SOUZA et al., 2001). Alguns tipos de heterocromatina, aparentemente
nao associados a regides organizadoras de nucléolos, tém sido vistas
fluorescentes pela mitramicina ou pela cromomicina, em diferentes grupos de
peixes (PHILLIPS & HARTLEY, 1988; PENDAS et al., 1993; MESTRINER, 1993;

ARTONI, 1996).

A correspondéncia entre as regides de RONs positivas e CMA3 positivas
indica uma composicdo rica em bases GC na regido de RONSs, provavelmente
presente nas regides espacadoras dos genes ribossomais ou entre sequiéncias de
DNA repetitivos adjacentes (SCHMID, 1980). Em peixes, fluorocromos AT
especificos produzem pouca ou nenhuma banda positiva. Ja os fluorocromos GC
especificos vém sendo bastante utilizados no estudo de NORs, uma vez que,
apresentam uma notavel relacdo com estas regides (SOUZA, MOREIRA-FILHO,

BERTOLLO, 1995). Contudo, este tipo de abordagem deve ser feito com certas



ressalvas, visto que igualmente podem ocorrer regides cromossdmicas ricas em

GC sem correspondéncia com as RONs (ARTONI et al., 1999).

A analise do tratamento com o fluorocromo CMA; em preparacdes
cromossémicas de Bryconamericus stramineus da populacédo do Coérrego Alambari,
permitiu identificar uma marcacdo mais evidente e algumas outras bem menos
evidentes de fluorescéncia, enquanto que no tratamento com nitrato de prata
apenas duas marcacoes ficaram evidentes (RONs simples). O mesmo ocorreu na
populacdo do Recanto dos Cambaras, que no tratamento com a cromomicina
apresentou apenas duas marcag¢des € no tratamento com nitrato de prata foram
evidenciadas trés marcacoes (RONs multiplas). O que provavelmente ocorreu no
Ribeirao Alambari é que foram evidenciados somente os sitios ribossomais
maiores € as outras marcacées menores nao ficaram evidentes e no Recanto dos
Cambaras ficaram evidentes somente os sitios ribossomais, nao ocorrendo
nenhuma outra marcacgao, diferindo dos resultados encontrados para as outras
localidades e também na literatura. O nitrato de prata mostra a atividade
transcricional das RONs, o que poderia explicar a variagdo encontrada, mas a
CMA; pode detectar tanto as regides ativas quanto inativas das RONs (PHILIPS e

HARTLEY, 1988)

Exemplares das outras trés localidades analisadas, Corrego da Quinta,
Cérrego Jacutinga e Ribeirdo Hortela, apresentaram as marcagdes de nitrato de
prata coincidentes com as marcagbes de cromomicina, mostrando que estes sitios
sao ricos em GC, corroborando assim os resultados descritos para este género e
outras espécies de peixes. PORTELLA-CASTRO (1999), utilizou o fluorocromo
CMA3; em quatro populacées de Bryconamericus (Bryconamericus sp. (1 e 2) e

Bryconamericus aff. iheringii (citétipos 1 e 2)) e observou uma correspondéncia



com os sitios de Ag-RONs. Nos estudos realizados por PAINTNER-MARQUES
(2002) em exemplares de Bryconamericus aff. exodon do Cérrego Trés Bocas
(PR), também foi observada uma correspondéncia entre as marcagdes do nitrato
de prata e do fluorocromo CMA3; Em exemplares de Bryconamericus aff. iheringii
do Rio Agua da Floresta analisados por PAINTNER-MARQUES (2003) mostrou
concordancia entre sitios detectados pela Ag-RONs e CMAs, indicando que as

RONSs nesta espécie sao ricas em GC.

A fim de se obter um melhor esclarecimento sobre a localizagdo e a
quantidade exata de cistrons ribossémicos, foi a realizada a técnica de hibridizagao
in situ (FISH) com a utilizagdo da sonda de DNAr 18S. Esta técnica vem se
mostrando uma ferramenta bastante utilizada na deteccdo e mapeamento das
RONs ao longo do complemento cromossOmico, pois podem identifica-las

independente de ter sido ativa ou ndo na interfase (PERES, 2005).

Através da técnica de hibridizacao in situ com a utilizacdo da sonda de DNAr
18S aplicada na populacado de Bryconamericus stramineus do Ribeirdo Alambari,
foi evidenciado um numero maior de sitios de DNAr 18S (seis marcacdes, sendo
duas mais evidentes e quatro pouco evidentes) em relagcdo ao numero de sitios de
Ag-RONs (duas marcacoes) e CMA3z (uma marcacao). As duas marcagdes mais
evidentes provavelmente correspondem as RONs. No Cérrego da Quinta, foi
evidenciado também um numero maior de sitios de DNAr 18S (quatro marcacoes,
sendo trés mais evidentes e uma menos evidente) em relagdo ao numero de sitios
de Ag-RONs (trés marcacbes) e CMA; (trés marcacdes). Neste caso, as trés
marcacdes mais evidentes sdo possivelmente correspondentes as marcagdes das
Ag-RONs e CMA3. Nos exemplares estudados dos Corregos Jacutinga e Hortela,

os resultados foram coincidentes, também evidenciam um nUmero maior de sitios



de DNAr 18S (trés marcacgdes, sendo duas mais evidentes e uma menos evidente)
em relacdo ao numero de sitios de Ag-RONs (duas marcagdes) e CMA; (duas
marcacdes). Estes sitios de DNAr 18S mais evidentes provavelmente
correspondem aos resultados das Ag-RONs e CMA;. No Recanto dos Cambaras
foi evidenciado um numero menor de sitios de DNAr 18S (duas marcacoes
evidentes) em relagcdo ao numero de sitios de Ag-RONs (trés marcacdes) mas em
relacdo as marcacdes evidenciadas pela cromomicina CMA3, os resultados sao
iguais (duas marcacdes), diferindo dos demais resultados encontrados para a
espécie. Neste caso, poderia ser considerado que a prata estaria detectando
segmentos pequenos, nao detectaveis pela CMA; ou pela sonda especifica de

DNAr.

Rearranjos cromossémicos, como a transposicdo e/ou translocacdes
resultando na dispersdo de genes ribossémicos, parece ocorrer em diversas
espécies piscicolas (GALETTI Jr. et al., 1995; CASTRO et al., 1996; MANTOVANI
et al., 2000). Estes mecanismos poderiam explicar estas variagdes nas RONs

destas populacoes.

Nas populacbes do Ribeirdo Alambari, Cérrego da Quinta, Cobrrego
Jacutinga e Ribeirdo Horteld o numero de sitios de DNAr 18S foram superiores aos
de nitrato de prata (Ag-RONSs) e ao de cromomicina (CMAS3). Condi¢do semelhante
ja foi relatada para Bryconamericus aff. exodon por PAINTNER-MARQUES (2002)
onde ap6s a impregnacao por nitrato de prata (Ag-RONs) e o tratamento com o
fluorocromo cromomicina (CMA3) foram detectados dois a cinco cromossomos
marcados e o resultado da hibridizacdo in sifu com a sonda de DNAr 18S
apresentou oito sitios ribossomias. PAINTNER-MARQUES (2003) analisando uma

populacao de Bryconamericus aff. iheringii apos o tratamento com nitrato de prata,



CMA3 e hibridagdo in situ com a sonda de DNAr 18S, observou uma
correspondéncia entre os resultados, com os sinais no braco curto de um par de
cromossomos submetacéntricos. CAPISTANO (2008), examinando duas
populacbées de Bryconamericus aff. iheringii com RONs multiplas, também
observou um numero maior de sitios de DNAr em relacao aos de Ag-RONs e ao
examinar uma populagdo de Bryconamericus aff. iheringii com RONs simples,

observou uma correspondéncia entre os resultados das Ag-RONs e FISH 18S.

E relativamente comum a ocorréncia de um nimero maior de sitios
identificados pela hibridagdo in situ com a sonda de DNAr 18S que os identificados
pela técnica de impregnacao por nitrato de prata como observado por exemplo em
Hoplias malabaricus (BORN e BERTOLLO, 2000) Astyanax scabripinnis (FERRO
et al., 2001; KAVALCO e MOREIRA-FILHO, 2003), Prochilodus lineatus (JESUS e

MOREIRA-FILHO, 2003).

A populacdo do Recanto dos Cambaras apresentou um resultado diferente
das demais populacdes analisadas e descritas na literatura. O numero de sitios
obtidos pela impregnacao por nitrato de prata, que se mostrou mdultipla, foi superior
ao numero de sitios obtidos pela cromomicina CMA3 e hibridagao in situ DNAr
18S, que mostraram-se simples. A presenca de um unico par de clusters de DNAr
18S tem sido referida como uma condicdo ancestral compartilhada por diversos
grupos de peixes.Tal condicdo € mais comum em peixes que apresentam apos a
impregnacao por nitrato de prata RONs simples, como por exemplo Astyanax
altiparanae e Astyanax lacustris (PERES, 2005) e ap6s a hibridacdo sdo marcados

0S Mesmos Cromossomaos.

O gene ribossomal DNAr 5S é considerado altamente conservado (DANNA

et al.,, 1996). Por ser um gene conservado e localizado em diferentes areas do



genoma, esta sendo utilizado como ferramenta para estudos filogenéticos e como
um marcador populacional (MARTINS & GALETTI Jr., 2001). Ele € uma seqiéncia
menor de gene ribossomal que nao participa da formacéao do nucléolo. A unidade
de repeticao do DNAr 5S é uma sequiéncia de 120pb associada a espagadores nao
transcritos (LONG e DAVID, 1980) bastante variaveis que possibilita um grande

dinamismo a esses genes (WILLIAMS e STROBECK, 1985)

Entre os peixes, algumas espécies de Acipenseriformes, Anguiliformes,
Salmoniformes, Cypriniformes, Perciformes e Characiformes ja possuem estudos

relacionados com a organizacao e/ou localizacao do DNAr 5S.

Analisando-se as populacées de Bryconamericus stramineus estudadas no
presente trabalho através da hibridagéo in situ fluorescente (FISH) com a sonda de
DNAr 5S verifica-se que ocorreu uma variagdo de trés a cinco cromossomos
apresentando sitios de DNAr 5S, umas marcacdes mais evidentes e outras menos
evidentes. Na literatura ndo foi encontrado nenhum outro estudo no género
Bryconamericus onde tenha sido aplicada a técnica de FISH com a sonda de DNAr
5S mas, os resultados encontrados estdo entre os apresentados na literatura para

a familia Characidae, da qual o género Bryconamericus faz parte.

Entre os Characiformes, a maioria das espécies estudadas apresenta um
numero maximo de quatro sitios de DNAr 5S, localizados preferencialmente em
regiao intersticial, proxima ao centrébmero, regiao esta que poderia ser considerada
estratégica para a manutencdo e preservacdao do gene, uma vez que estaria
menos sujeita a rearranjos cromossémicos (MARTINS & GALETTI Jr., 2001).
Dados posteriores, principalmente na familia Characidae, vém mostrando ampla
variabilidade envolvendo o numero e localizacdo desses sitios (FERRO et al.,

2001; ALMEIDA-TOLEDO et al., 2002; KAVALCO et al., 2004; MANTOVANI et al.,



2005). Nas espécies ora analisadas observaram-se dois loci em Astyanax
altiparane, Astyanax lacustris, Mpyleus micans; quatro loci em Astyanax
scabripinnis, Piabina argéntea, Orthospinus franciscensis, Serrapinnus heterodon e
oito loci em Serrapinnus piaba, os quais se localizavam em trés pares de
cromossomos homologos. As posicoes ocupadas por esses sitios também sao
diversas, podendo ser pericentromérica, intersticial ou terminal. Desse modo, a
localizagdo e a posicao dos sitios de DNAr 5S em Characidae tem se mostrado tao

variavel quanto os sitios de DNAr 18S (PERES, 2005).

O aumento dos sitios de DNAr 5S poderia estar correlacionado com uma
dispersao dessas seqlUéncias génicas, levando a um aumento da variabilidade
genética para estas populacoes, segundo descrito por CENTOFANTE (2003). Este
autor observou tal situacdo em populacbes de Astyanax scabripinnis e em
Hyphessobrycon anisitsi. ABEL (2001) propée que em populagdes isoladas em
pequenos corpos de agua, como ocorre com A. scabripinnis, as alteragdes
cromossémicas seriam eventos importantes para a manutencdo de sua

variabilidade genética.



7. CONCLUSOES

- As analises citogenéticas na espécie Bryconamericus stramineus mostraram uma
estabilidade quanto ao numero dipldide de 2n=52 cromossomos e uma
variabilidade na sua férmula cariotipica, sendo que cada populacdo analisada

apresentou um citotipo diferente, distintos dos ja descritos.

- Nao foram detectadas diferencas caritotipicas entre machos e fémeas nas
populacbes analisadas, sugerindo que estas sejam citogeneticamente

homogaméticas.

- Foram encontrados trés numeros fundamentais diferentes: 84, 92 e 96. As
diferencas na estrutura cariotipica podem ter sido determinadas por variagdes no
numero de cromossomos acrocéntricos. Variagdes do numero fundamental (NF)
pode ser resultado de rearranjos cromossdmicos dos tipos translocacbes e
inversdes pericéntricas, podendo ser considerado um mecanismo importante de

diversificacao e evolucao cariotipica neste grupo de peixes.

- A analise da heterocromatina constitutiva, através do bandeamento C revelou um
padrdao bastante semelhante para todas as populagdes estudadas, com blocos
heterocromaticos centroméricos, intersticiais e teloméricos, sendo que todas
provavelmente possuem blocos heterocromaticos coincidentes com RONSs,

corroborado com resultados apresentados por outros autores.

- A impregnacéo por nitrato de prata para a localizagao das RONs revelou em trés
populacdes analisadas, embora rara neste género, a ocorréncia de RONs simples.
Nas outras duas populacdes ocorreram RONs mudltiplas, que é a condicdo mais

freqliente neste género.



- O tratamento com o fluorocromo cromomicina CMA3z; mostrou marcacdes
correspondentes com as posi¢cdes das RONs em trés populagdes, mostrando que
essas regides sao ricas em GC enquanto que nas outras duas a CMA3; apresentou
um menor valor em relagdo as RONSs, tendo evidenciado somente os sitios

ribossomais maiores.

- A aplicacao da técnica de hibridagao in situ fluorescente com a sonda de DNAr
18S revelou uma variacdo de dois a seis cromossomos marcados, sendo que em
quatro populacées o nimero de marcacgdes pelo FISH é superior ao das Ag-RONs
e CMA; e uma das populacdes apresentou as marcagdes do FISH iguais a de

CMA; e inferiores a das Ag-RONSs.

- A técnica de hibridagao in situ fluorescente com a sonda de DNAr 5S apresentou
de trés a cinco cromossomos marcados por esta técnica, com algumas marcacoes
mais evidentes e outra menos. Estes resultados corroboram os dados disponiveis
para outros representantes da familia Characidae, onde mostram que estes sitos

tém uma ampla variabilidade quanto ao numero, localizacao e posicao ocupada.

- Estudos citogenéticos no género Bryconamericus, principalmente no que diz
respeito ao uso da hibridacao in situ com as sondas de DNAr 18S e 5S, que ao que
parece é a primeira vez que é utilizada para este género, ainda sdo muito escassos
e os dados obtidos no presente trabalho poderdo colaborar com informacdes para
o entendimento dos padrdes de diversificacdo, especiacao e evolucao deste grupo

de peixes.
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