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RESUMO

A citogenética dos Actinopterygii € bem estudada quando comparada a
outras classes de peixes. A favor deste conhecimento esta a grande abundancia
destes animais em ambientes dulciaquicolas e marinhos, com cerca de 23.681
espécies. No auxilio da ampliagdo de dados citotaxonomico e evolutivo foram
estudadas cinco espécies de trés ordens diferentes deste grupo de animais. Entre
os Perciformes foram analisados Eucinostomus argenteus e Diapterus rhombeus,
os Mugiliformes foram representados por Mugil curema, e os Beloniformes com as
espécies Strongylura timucu e S. marina. Com exceg¢ao de M. curema, que
apresentou um numero dipléide com 28 cromossomos (20M + 4ST + 4A; NF = 52)
as outras espécies apresentaram um numero diploide igual a 48. E. argenteus e D.
rhombeus apresentaram 2n = 48 e NF = 48. Estas duas espécies, mais M.
curema, apresentaram um padrao de distribuigdao de heterocromatina a regiao
pericentromérica de todos os cromossomos, igual padrdo foi obtido quando
submetidos ao tratamento com a Alul. Os Beloniformes estudados apresentaram
uma maior diversidade cariotipica. S. fimucu mostrou um complemento com 2n =
48 (10M + 2SM + 36A; NF = 60). A distribuigdo da heterocromatina se mostrou em
blocos pericentroméricos de cromossomos M e A, e proximais em cromossomos
SM. S. marina apresentou 4M e 44A (NF = 52), sendo o primeiro par de
cromossomos metacéntricos heterocromatico em trés tergos do seu comprimento.
Em ambas as espécies a Alul produziu marcagdes semelhantes as bandas C em
quase todos o0s cromossomos, demonstrando a existéncia de diferentes
heterocromatinas. As marcacdes de regides organizadoras de nucléolos
apresentaram-se simples em todas as espécies, com um heteromorfismo de
tamanho em S. timucu e S. marina. Em todas as espécies foram visualizados
blocos fluorescentes coincidentes com as marcagdes obtidas pela Ag-RON
quando tratados com CMA; e FISH com sonda 18S. Numa visdo evolutiva, as
espécies S. timucu, S. marina e M. curema apresentam cariétipos derivados,
provavelmente originados por fusdes céntricas e inversdes pericentricas e E.
argenteus e D. rhombeus apresentam caridtipos basais, com 2n = 48,
caracteristicas que podem estar relacionadas com suas estruturas populacionais e
formas de dispersao.



ABSTRACT

The citogenetic of the Actinopterygii is well developed when compared to
other classes of fishes. One thing that contributed to this knowledge is the great
number of these animals in fresh and salt water environments, adding
approximately 23.681 species. To help the growth of the citotaxonomic and
elovution data we studied five species of three different orders of this group of
animals. In the Perciformes, we analyzed the Eucinostomus argenteus and the
Diapterus rhombeus, the Mugiliformes were represented by the Mugil curema, and
the Beloniformes by the Strongylura timucu and the S. marina species. With the
exception of the M. curema, that presented the diploid number with 28
chromosomes (20M + 4ST + 4A; NF = 52) the other species presented a diploid
number of 48. The E. argenteus and the D. curema presented 2n = 48 and NF =
48. These two species, and the M. curema, presented a pattern of distribution of
heterochromatin in the region pericentromeric of all chromosomes, the same
pattern being obtained when submitted to treatment with Alul. The Beloniformes
studied presented a bigger karyotypic diversity. S. timucu showed a complement
with 2n + 48 (10M + 2SM + 36A; NF = 60). The distribution of the heterochromatin
showed itself in pericentromeric blocs of M and A chromosomes, and proximals in
chromosomes SM. S. marina presented 4M and 44A (NF = 52), being the first pair
of metacentrics heterochromatic chromosomes in three thirds of its . In both
species the Alul produced that looked like the C bands in almost all chromosomes,
showing the existence of different heterochromatins. The marks of nucleolar
organizer regions were simple in every specie, with a size heteromorphism in the
S. timucu and the S. marina. In every specie were visualized fluorescent blocs that
matched the marks obtained by the Ag-RON when treated with CMA; and FISH
with probe 18S. In an evolutive vision, the species S. timucu, S. marina and M.
curema presented derivated karyotypes, probably originated by centric fusions and
pericentrics inversions and E. argenteus and D. rhombeus presented basal
karyotypes, with 2n = 48, characteristics that can be related with their populational
structures and forms of dispersion.



1. INTRODUCAO

1.1. Ictiofauna: Diversidade, Biologia e Distribuicéao.

Os oceanos e mares cobrem cerca de dois tergos da Terra, 71%, sendo que no
hemisfério sul essa porcentagem corresponde a 81%, € no hemisfério norte a
51%. Eles sdo os grandes responsaveis pelo equilibrio térmico do globo, em
consequéncia da elevada evaporagdo e da grande circulagdo de suas aguas
(CONTI ; FURLAN, 2000).

Esta grande extensdo que ocupam reflete na diversidade de formas de vida,
decorréncia de igualmente grande diversidade de cadeias e relagdes tréficas,
oferta e demanda de alimentos e necessidade de nutrientes. Também tem
influéncia sobre a diversidade de espécies, em oceanos € mares, a notavel série
de ambientes que exibem (RAY, 1997). Neste tdo vasto ambiente marinho se
dastacam os peixes, que ultrapassam cinquenta por cento de todos as espécies
de vertebrados conhecidos e exibem enorme diversidade em sua morfologia,
biologia e habitats que ocupam (NELSON, 1994).

Podemos admirar espécies de peixes de 8 a 10 milimetros a até grandes
tubardes de 12 metros, com cores variadas ou transparentes como também a
enorme variedade na biologia destes animais. Algumas espécies vivem em
grandes grupos enquanto outras sao altamente territoriais. Estes animais sao
adaptados a uma grande variedade de alimentos, sendo alguns especializados em
zooplancton, moluscos, corais e algumas plantas. Alguns produzem venenos,
eletricidade, sons ou luz. A maioria deles é ectotérmico, porém existem alguns
endotérmicos, como os atuns. Quanto a reproducdo, inumeras estratégias sao
vistas entre estes animais. Em certas espécies a fertilizacdo € interna, as fémeas
providenciam nutrientes para o desenvolvimento do embrido. Outras apresentam
um cuidado parental em relagdo a sua prole, ou liberam milhdes de ovos
(NELSON, 1994). Muitas espécies marinhas s&o caracterizadas como
hermafroditas sequenciais, iniciando sua primeira maturagdao sexual com um sexo

e entdo revertem para o sexo oposto. Alguns peixes sdo protéginos, ou seja,



primeiramente sdo fémeas como no caso dos peixes-anjo (BAUER; BAUER,
1981). A reversdo do sexo pode ser estimulada pela auséncia de machos no local
(POLUNIN; ROBERTS, 1996; LUTNESKY,1996).

Os peixes ocorrem em lagos, rios, estuarios € oceanos em todo o mundo. A
maioria das espécies vivem inteiramente em agua doce ou em mares € oceanos,
apenas 200 sao diadromas, vivem regularmente parte de sua vida em ambientes
dulciagliicolas e parte em ambientes marinhos - Destes, muitos sdo anadromos,
desovando em agua doce e passando a maioria de seu tempo no mar. Por outro
lado, poucos sdo catadromos, desovando nos oceanos e passando a maioria de
seu tempo de vida em rios. Segundo NELSON (1994), esta classificacdo de peixes
marinhos, diadromos, estuarinos ou dulciaquicolas € uma generalizagdo, uma vez
que muitas familias marinhas podem ter espécies vivendo grande parte de sua
vida em ambientes de agua doce, e vice-versa. Em estuarios, dependendo da
estacdo do ano, podem predominar espécies de peixes marinhos ou peixes
dulciaquicolas.

BERRA (1981) diz que cerca de 9.966 espécies, normalmente vivem em lagos
e rios e cerca de 60% de todas as espécies conhecidas vivem em oceanos. Nos
oceanos a vasta maioria dos peixes, 11.300 espécies, estdo concentradas em
regides costeiras, com profundidades maximas de 200 metros de profundidade.
Uma pequena minoria vive em profundidades inferiores a duzentos metros.

Segundo NELSON (1994), muitos g@géneros de peixes marinhos séo
representados tanto no oceano Atlantico como no Pacifico, porém espécies
diferentes sao envolvidas. Isto ocorre provavelmente pelo contato que estes dois
oceanos mantiveram antes da formagdo do Istmo do Panama (LOWE-
McCONNELL, 1999).

As espécies marinhas se concentram em aguas tropicais e subtropicais do
planeta, o que também ¢ valido para peixes dulciaquicolas. Em zonas tropicais
encontramos muitas espécies em uma grande variedade taxonfmica,
comunidades marinhas temperadas tem um numero menor de espécies, mas
geralmente uma produtividade mais alta. Apesar da fauna de peixes de aguas

temperadas ser menos rica, em numero de espécies e em diversidade, estas



regidoes apresentam a grande maioria dos peixes utilizados na dieta humana
como, bacalhaus e hadoques. A grande produtividade deste ambiente é mantida
pelas correntes frias convergentes que os suportam com grande quantidade de
microorganismos (fitoplancton e zooplancton) que servem de alimento para os
peixes. Qutra caracteristica importante dos oceanos temperados, e que influencia
bastante na sua composi¢cdo faunistica, é a grande variagdo sazonal da
temperatura. Em conseqiiéncia, a quantidade de fitoplancton e zooplancton
também varia bastante afetando muito a ictiofauna local (BONE; MARSHALL;
BLAXTER, 1995)

Os oceanos tropicais apresentam o maior numero de espécies de peixes.
Cerca de oitenta por cento das espécies de peixes marinhos conhecidas ocorrem
na regido Tropical do planeta. Esta grande diversidade ¢é facilitada pela
profundidade e consequientemente pela temperatura de suas aguas. Muitas destas
caracteristicas estdo associadas a atois, recifes e estudrios, onde a temperatura
média, de suas aguas, durante a parte mais fria do ano nao ¢ inferior a 18°C.

Os oceanos tropicais estao divididos por massas continentais no Indo-Pacifico
e no Atlantico. O Pacifico Indo-oeste € o mais rico, com a maioria das espécies
ocorrendo entre Nova Guiné e Queensland. Em termos de diversidade, o
Sudoeste da Africa e Queensland apresentam o maior nimero de familias de
espécies costeiras (SPRINGER, 1982). De forma geral, o maior numero de
espécies de peixes no mundo habita a regido do sudeste asiatico. O Atlantico
pode ser considerado um oceano jovem, se comparado com partes do Pacifico, e
possui uma fauna muito menos variada. O Atlantico ocidental apresenta uma
riqueza faunistica muito maior que o oriental, pelo contato que manteve com o
Pacifico, como mencionado anteriormente, e pela influéncia das correntes quentes
que rumam ao Norte ao longo da costa da América do Norte e ao sul ao longo da
costa brasileira (LOWE-McCONNELL, 1999).



1.2. O Litoral Paranaense e sua Ictiofauna.

O litoral brasileiro apresenta cerca de 8.000 Km de extenséo. Nesta costa esta
inserido o litoral Paranaense, um dos menores do Brasil, com 98 Km e uma
plataforma continental variando entre 175 e 190 Km de extensdo (BIGARELLA,
1978). Geogréfica e economicamente, € considerado apenas como uma porta ou
uma zona de passagem para 0 oceano, devido ao seu reduzido tamanho
(MAACK, 1981).

A zona litoranea Paranaense se estabeleceu devido a movimentos tectonicos
que se relacionam as formagdes da Cordilheira dos Andes e da Bacia do Rio
Parana. Segundo MAACK (1981), estes fendbmenos originaram abaixamento na
borda leste do continente sul-americano inundando antigos vales, formando entéao
as atuais enseadas de Paranagua e Guaratuba. Essas duas baias dividem o litoral
do Parana em trés setores naturais: ao norte a “Praia Deserta”, no centro a “Praia
de Leste” e ao Sul a “Praia do Sul”. O estuario da Baia de Paranagua situa-se ao
norte e possui 550 Km?. Apresenta dois eixos principais de orientacdo. O eixo
leste-oeste € formado pelas Baias de Paranaguad e Antonina, € o norte-sul,
compreendendo as Baias de Guaraquecaba e Laranjeiras (KNOPPERS; OPITZ,
1984). A Baia de Guaratuba esta situada mais ao sul do Estado e é o segundo
maior sistema estuarino do litoral do Parana. Apresenta uma extensdo de
aproximadamente 15 Km, e uma profundidade maxima de 6 metros (CHAVES;
VENDEL, 1997).

As baias recebem um grande numero de desembocaduras de rios
provenientes da Serra do Mar, entre eles os Rios Morato, Guaraquecaba,
Cachoeira, Curitibaiba e Cubatao (MAACK, 1981). A mistura de aguas doce e
salgada propicia a existéncia de ecossistemas costeiros, 0s manguezais
(SCHAEFFER-NOVELLI, 1991). Este ecossistema estuarino é tipico de regides
tropicais e sub-tropicais, que se desenvolvem na zona entremarés em regides de
baixa energia na linha da costa. Constituem ecossistemas de transi¢do entre o
ambiente terrestre e marinho (PEREIRA; CHAVES; RODRIGUES, 1999). A



formagdo mangrove predomina nas orlas das baias, ocupando uma area de 557
Km? (MAACK, op.cit.).

Além do manguezal, o sistema constituido pelas baias de Paranagua e
Guaratuba apresenta marismas, gamboas (canais no manguezal) e planicies de
mare. Este mosaico de habitats se constituem essenciais para inumeras espécies
de peixes (SAENGER; McIVOR, 1975). Oferecem varios e abundantes recursos
alimentares, protegcao contra predagdo e outras condicées que favorecem o
crescimento e sobrevivéncia dos estdgios iniciais do ciclo de vida de peixes
(THAYLER; COLBY; HETTLER Jr., 1987; SASEKUMAR et al., 1992). Muitas das
etapas reprodutivas, incluindo dispersao de ovos e larvas, distribuigao de juvenis e
migracdes, estao sincronizadas com o funcionamento dos ambientes estuarinos
(BOCHLERT; MUNDY, 1988; SHAW et al. 1988; WEISTEM, 1988).

A abundéancia e a diversidade de peixes em regides estuarinas e lagunares
esta relacionada diretamente a salinidade, que é um fator sazonal, e com o tipo de
substrato. Em estacdes chuvosas ocorre a penetracao nestas regioes de algumas
espécies dulciagliicolas e em estagées secas a maior abundancia é de peixes
marinhos. Qutros fatores bastante expressivos sdo a temperatura, oxigénio
dissolvido na 4&gua, ventos e profundidade (VAZOLLER; SOARES;
CUNNINGHAM, 1999). Andlises demonstram que um maior numero de individuos
e uma maior diversidade especifica ocorrem nas aguas rasas estuarinas — entre
os 30 cm e 1,5 m de profundidade (HAMILTON; SNEDACKER, 1984). Todos
esses fatores em conjunto proporcionam uma grande variagdo do numero de
espécies, do numero de individuos, da abundéancia das espécies e da diversidade.
Nos meses entre outubro a margo, no litoral paulista, sdo encontrados tanto um
maior numero de espécies quanto um maior niumero de individuos, comprovando
a influéncia destes aspectos fisico-quimicos na fauna ictica (PAIVA FILHO;
TOSCANO, 1987; GIANNINI, 1989 apud VAZOLLER; SOARES; CUNNINGHAM,
op. cit; RIBEIRO NETO, 1989 apud VAZOLLER; SOARES; CUNNINGHAM, op.
cit.). Porém, a competicdo interespecifica e a predacédo também afetam a fauna
local (KENISH, 1990).



A ictiofauna brasileira é constituida por peixes exclusivamente tropicais, entre o
extremo norte e a regido de Cabo Frio (RJ) e por uma fauna mista, tropical e
temperada, entre Cabo Frio e a peninsula de Valdez, na Argentina (VAZOLLER,;
SOARES; CUNNINGHAM, 1999). Nesta segunda regido a fauna € influenciada
pelas correntes de superficie. Ao chegar préximo ao litoral nordeste a corrente sul-
equatorial (corrente tropical — agua quente) se bifurca, o ramo sul origina a
Corrente do Brasil a qual flui para o sul, chegando até o litoral Paranaense
(SILVEIRA, 1990 apud VAZOLLER; SOARES; CUNNINGHAM op. cit. ). Ainda no
litoral sul brasileiro, flui, para o norte, a corrente das Malvinas (corrente temperada
— aguas frias), que pode atingir no inverno até a regidao norte de Santa Catarina
(EMILSON, 1961). Segundo FIGUEIREDO (1981) a segunda é considerada uma
regido de transicdo faunistica, onde esta incluida a costa Paranaense.

Levantamentos sobre a composi¢céo faunistica dos estuarios constataram que
no norte e nordeste do Brasil sdo registradas 94 familias, 244 géneros e 427
espécies. Na regido de Cabo Frio apenas 37 espécies e entre Sdo Paulo e Rio
Grande do Sul sdo registradas 70 familias, 145 géneros e 211 espécies
(CORREA, 2001).

A ictiofauna do litoral Paranaense apresenta uma grande diversidade de
espécies de peixes. Estudos realizados nos estuario da Baia de Paranagua e
dreas adjacentes (CORREA, 1987), Baia de Guaratuba (CHAVES, 1994;
CHAVES, 1995; CHAVES; VENDEL, 1997; CHAVES; CORREA, 1998), da zona
de arrebentagdo e infralitoral raso entre Pontal do Sul e Praia de Leste
(MAEHAMA; CORREA, 1987), de trés localidades da llha do Mel (PINHEIRO,
1999), litoral sul, entre a Baia de Guaratuba e a barra do Rio Sai-Guagu (GOMES;
CHAVES, 2004) e em outros locais do litoral do Parana, comprovam a grande
diversidade ictiofaunistica deste litoral.

Na costa Paranaense séo registradas 92 familias, 191 géneros e 313 espécies,
das quais 289 sao Actinopterygii. A maior diversidade foi descrita para o sistema
da Baia de Paranagua com cerca de 201 espécies de peixes, sendo 28
Chondrichthyes e 173 Actinopterygii. Em geral, peixes das familias Ariidae,

Gerreidae, Carangidae, Serranidae, Sciaenidae, Engraulidae, Atherinidae,



Mugilidae, Clupeidae, Bothidae e Pleuronectidae sdo as mais abundantes. Todas
apresentam seu ciclo de vida, ou parte dele, essencialmente associado com as
aguas costeiras e estuarinas (CORREA, 2001) e nenhuma das espécies é
considerada endémica da regido.

Apesar de todo esforgo, estes numeros para o litoral Paranaense ainda nao
sdo definitivos, pois a amplitude geografica e o dificil acesso a rios e gamboas
estuarinas, ndo permitem uma visédo clara do numero real de espécie dessa fauna
ictlica. Dados de CORREA (1987, 1988) demonstram esta dificuldade, em
levantamentos realizados entre 1981 e 1985 na icitiofauna do estudrio da Baia de
Paranagud, onde foram identificados 56 familias, 106 géneros e 142 espécies. Em

12 anos foram acrescidas a esta lista 59 espécies.



1.3. Superordem Acanthopterygii.

O filo Chordata ocorre em todos os habitats — marinho, dulciaquicola e terrestre
— inclui todos os grandes animais presentes atualmente na Terra. Devido a este
ultimo fato e ao de que o homem também se inclui neste filo, ele foi alvo e atengéo,
por muito tempo, de varias pesquisas, provavelmente € o grupo mais bem
conhecido. Ha quatro subfilos no filo Chordata: Hemichordata, Urochordata (os
tunicados ou ascidias), Cephalochordata (os anfioxos) e Vertebrata. Os trés
primeiros sdo comumente chamados de protocordados. Os Vertebrados
apresentam um encéfalo verdadeiro dividido em vérias vesiculas e um cranio
(estrutura esquelética que sustenta e protege o encéfalo) que os tornam unicos. O
subfilo Vertebrata compreende as superclasses Agnatha e Gnathostomata. O
primeiro grupo engloba os mais antigos peixes conhecidos parentes das atuais
lampreias. Surgiram ha 450 milhées de anos e suas primeiras formas eram
marinhas, porém no Devoniano algumas espécies ja haviam invadido ambientes
dulciaglicolas. Apresentavam um pequeno tamanho, atingindo em média 20 cm de
comprimento. Os gnatostomados evoluiram divergentemente dos agnatas, os seus
primeiros exemplares sdo achados no Siluriano (BRUM, 1995). Este ultimo grupo é
assim denominado pela presenca das mandibulas. Esta estrutura permitiu a estes
animais obter alimentos mais duros e, portanto, adaptar-se a muitos e diversos
modos de vida (HILDEBRAND, 1995).

Os peixes ésseos verdadeiros, os Osteichthyes, surgiram no Siluriano Superior
(430 milhdes de anos). Juntamente com os Acantédeos constituem o grupo dos
Teleostomi, de onde divergiram os Elasmobranchimorphi, representados
atualmente pelos Chondrichthyes (MOY-THOMAS; MILES, 1971 apud BRUM,
1995). Os Osteichthyes dividem-se em quatro subclasses Dipnoi, Crossopterygii,
Brachyopterygii e Actinopterygii. A Ultima esta composta pelos Chondrostei,
Holostei e Teleostei. A infraclasse Teleostei corresponde a cerca de 96% de todos
0s peixes existentes, 23.637 espécies em 38 ordens, 426 familias e 4.064 géneros
(NELSON, 1994) e sdo conhecidos como “peixes 6sseos modernos”.

PATTERSON (1968), propds que os teledsteos formam um grupo natural e

monofilético. Todos os grupos incluidos nesta Infraclasse possuem esqueleto



caudal, importante na evolucdo dos padrées de locomogao do grupo, e
modificagdes na musculatura da mandibula que os distinguem dos outros
Actinopterigios.

Os representantes marinhos do grupo Teleostei ocupam todos os mares do
mundo e sdo representados segundo PATTERSON e ROSEN (1977) e NELSON
(1994), em quatro linhagens: Osteoglossomorpha, Elopomorpha, Clupeomorpha e
Euteleostei. Animais exclusivamente dulciaglicolas se restringem apenas a
subdivisdo Osteoglossomorpha, os trés grupos restantes apresentam exemplares
em ambos ambientes (NELSON, op cit).

Os Euteleostei destacam-se entre os outros grupos da divisdo Teleostei, pois
possuem cerca de 17000 espécies em 25 Ordens e 375 Familias (NELSON, 1994)
e constituem o maior grupo dentro deste taxa, representando aproximadamente
90% de toda a fauna de peixes neotropicais e 25% de todas as espécies de
teleésteos (BRUM; GALETTI Jr, 1997). Trés caracteristicas corroboram a
monofilia deste grupo: nadadeira adiposa dorsal, tubérculos nupciais na cabeca e
corpo e componente membranoso anterior no primeiro uroneural. Os Euteledsteos
compreendem os Protacanthopterygii, os Ostariophysi e os Neoteleostei.

Os Neoteleostei, representam um grupo monofilético, pois possuem uma
mandibula superior especializada. Constituem a maioria dos Tele6steos marinhos
atuais, e muitas espécies dulciaquicolas. Os Neoteleosteos subdividem-se em
quatro grupos que séo os Stenopterygii, os Scopelomorpha, os Paracanthopterygii
e os Acanthopterygii. Os dois primeiros sdo considerados os neoteledsteos mais
primitivos, enquanto os dois ultimos mais derivados. De todos os grupos de
neoteledsteos destacam-se os Acantopterigios. Estes peixes representam um
grupo monofilético caracterizado por varias estruturas e especializagdes
funcionais, como o aparelho mandibular faringeo e 0 mecanismo mandibular oral.
Os acanthopterigios contém mais da metade de todas as familias de peixes, 13
Ordens, divididas em 3 séries, os Atherinomorpha, os Mugilomorpha e os
Percomorpha (NELSON, 1994).

Os Atherinomorpha s&o conhecidos desde o Eoceno e apresentam uma larga

distribuicao geogréfica, ocupando tanto ambientes marinhos como dulciaqlicolas.
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Apresentam evidéncias de constituirem um grupo monofilético (BRUM, 1995).
Entre os seus representantes estdo os Beloniformes, Cyprinodontiformes e os
Atheriniformes. Os Beloniformes sdo divididos em 5 familias com 38 géneros e
191 espécies (NELSON, 1994). Cerca de 51 espécies sao restritas a ambientes de
agua doce, e as restantes sao exclusivamente marinhas. Os Atheriniformes
constituem um grupo monofilético, diagnosticado por dez caracteres, e irmao da
superordem Cyprinodontea, um clade composto pelos Cyprinodontiformes e
Beloniformes. A ordem Atheriniformes € composta por 6 familias, 49 géneros e
aproximadamente 320 espécies (DYER, 1998; NELSON op. cit). A ordem
Cyprinodontiformes € o maior grupo entre os Atherinomorpha, apresentando 850
espécies e 110 géneros. A maioria dos seus representantes € exclusivamente
dulciaqgliicolas, ocorrendo em todo 0 mundo. Ocupam varios ambientes, desde rios
tropicais a rios de desertos, ao nivel do mar e a alturas superiores a 4000 m.
Segundo COSTA; MOLINA e GALETTI Jr (1998) , os peixes cyprinodontiformes
sdo mais abundantes e predominam sobre outros grupos em areas tropicais, mas
sdo particularmente diversos na América Central, onde totalizam um terco de
todas as espécies de peixes conhecidas.

Os Mugilomorpha sdo peixes que apresentam apenas uma espécie
dulciaquicola e possuem uma Uunica ordem, Mugiliformes. Popularmente
conhecidos como “tainhas” e “paratis”, apresentam uma ampla distribuigao,
ocorrendo em aguas tropicais e subtropicais de todo o mundo, principalmente na
regidao costeira estuarina. Sao explorados comercialmente em todas as regides
onde ocorrem, constituindo assim uma parte importante da alimentacdo humana
(MENEZES, 1983).

Os Percomorpha, que compde varios grupos polifiléticos e portanto néao-
naturais, subdividem-se em 9 ordens: Beryciformes, Lampridiformes, Zeiformes,
Gasterosteiformes, Indostomiformes, Syngnathiformes, Dactylopteriformes,
Sinbranchiformes,  Scorpaeniformes,  Perciformes,  Pleuronectiformes e
Tetraodontiformes (NELSON, 1994). Neste grupo destacam-se os Perciformes e
Tetraodontiformes, os mais especializados tipos de peixes atuais (BRUM, 1995).

Os Perciformes apresentam a maior diversidade entre as ordens de peixes € é a
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maior ordem entre os vertebrados, compreendendo 150 familias e pelo menos
9.000 espécies, cerca de 75% das quais marinhas e costeiras. Segundo NELSON
(op. cit), os Perciformes parecem constituir um grupo polifilético ndo devendo,
portanto, ser tratado como um agrupamento natural. Os Tetraodontiformes,
baiacus e peixe-lua, apresentam cerca de 330 espécies, quase todas marinhas, a
maioria ocorrendo em aguas rasas. E considerado um grupo monofilético por suas
espécies apresentarem em comum uma abertura branquial muito reduzida e

auséncia de espinhos da nadadeira anal (TYLER, 1980).
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1.4. Citogenética de Peixes.

A citogenética em peixes torna-se especialmente interessante porque estes
animais constituem um grupo particular dentre os vertebrados pelo numero de
espécies, diversidade de formas, comportamento e habitats e pela posicao central
que ocupam na evolugdo animal (OHNO, 1970). Os primeiros estudos
citogenéticos de peixes foram publicados por RETZIUS e KASTSCHENKO em
1890 (DENTON, 1973) e posteriormente os trabalhos de WICKBOM, sobre o
cariétipo de espécies de Cyprinodontiformes, em 1943. Na década de 50
comecaram os estudos em peixes neotropicais € somente mais tarde, no inicio da
década de 70 é que pesquisadores brasileiros ingressaram nesta area. Foi também
nesta época que a citogenética teve um maior desenvolvimento, devido ao
melhoramento e descoberta de outras técnicas e novos métodos, inibidores
mitoticos, tratamentos hipotonizantes para estudo das células em divisdo, técnica
de suspensao de células, métodos diretos de obtengdo de metafases (BERTOLLO;
TAKAHASHI; MOREIRA-FILHO, 1978), métodos de cultura de linfocitos
(FENOCCHIO; BERTOLLO, 1988) e métodos de cultura de curto tempo de tecidos
sOlidos (FENOCCHIO et al, 1991), permitindo atualmente o conhecimento dos
cariétipos de um numero bem maior de espécies.

De modo geral, os estudos citogenéticos em peixes tem crescido de forma
expansiva. As primeiras revisdes realizadas por ALMEIDA-TOLEDO (1978) sobre
a estrutura cariotipica de peixes neotropicais de aguas continentais listaram o
namero cromossémico de 252 espécies. OLIVEIRA, ALMEIDA-TOLEDO e
FORESTI (2000), relataram o numero de peixes cariotipados com coloracéo
convencional de 921 espécies, de 252 géneros e 44 familias. Embora informagdes
de diferentes espécies estejam cada vez mais disponiveis devido ao incremento
das atividades neste campo, o conhecimento de caridtipos de peixes quando
comparados aos de mamiferos e outros grupos de seres vivos, se tornam muito
reduzidos, cobrindo apenas 14% das espécies conhecidas. Segundo DOUCETTE e
FITZSIMONS (1988), ha pelo menos duas razdes para o fato: primeiramente, os

cromossomos da maioria dos peixes sdo bem menores, sendo que o comprimento
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médio total de todos os cromossomos de um caridtipo de peixe perfaz somente
cerca de 20% do de mamiferos; segundo, as técnicas de bandamento, que séo
altamente desenvolvidas em mamiferos, ndo sao tdo resolutivas no estudo de
cromossomos de peixes (BRUM, 1995).

A citogenética em peixes marinhos tem recebido maior atengdo nas ultimas
décadas. Atualmente sdo conhecidos os caridtipos de cerca 600 espécies (BRUM,
1996). No Brasil, a descrigdo cariotipica destes peixes, iniciou-se na década de 80
com a descricdo dos caridtipos de Micropogonias furnieri e Menticirrhus
americanus (GOMES, 1981). Dentro da ictiofauna brasileira constituida por
numerosas espécies, poucos peixes marinhos tem sido cariotipados, quando
comparados as espécies de agua doce. Até o momento, foram estudadas 120
espécies distribuidas em 43 familias e 80 géneros (tabela 1). Em sua maioria
estas espécies estdo dentro da Classe Ostheichthyes, da Infraclasse Teleostei e
da Ordem Perciformes, contribuindo com 69 espécies (DA SILVA CORTINHAS,
2002), coletadas principalmente no litoral do Rio de Janeiro e Sdo Paulo (BRUM,
op. cit.).

Estudos citogenéticos em teledsteos revelam uma grande variagdo no numero
cromossomico (de 14 a 140) concentrando a maioria das espécies num numero
dipléide modal com 2n = 48 cromossomos acrocéntricos (NF = 48). OHNO; WOLF;
ATKIN (1968) e OHNO (1970) propuseram o cariétipo 2n = 48 e NF = 48, primitivo
para peixes, considerado o original dos vertebrados, devido a sua alta frequéncia.
BRUM (1995) discorda desta hipétese, partindo da proposta de DOUCETTE;
FITZSIMONS (1988), que acham muito dificil prosseguir aceitando esta condicéo
como primitiva para os peixes teledsteos, uma vez que os estudos de grupos
externos aos teledsteos ndo mostram este cariétipo. A hipétese alternativa propde
um cariétipo primitivo constituido por 60 cromossomos, com alguns metacéntricos,
ocorrendo posterior reducdo para 48 cromossomos acrocéntricos, através de
rearranjos robertsonianos (fusdes) e delecdes. O caridtipo de 48 cromossomos
acrocéntricos, em Clupeiformes e Euteleostei, é considerado uma caracteristica
sinapomorfica, compartilhada principalmente em suas formas marinhas,

conservada apos a reducdo do numero cromossémico (BRUM op. cit), o que
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explicaria sua alta freqiéncia e ampla distribuicdo entre as espécies destes
grupos.

Os teleésteos marinhos apresentam pouca variabilidade no numero
cromossomico e maior uniformidade cariotipica, quando comparados aos de agua
doce, que apresentam maior diversidade. Esta diferenga € decorrente,
provavelmente, de caracteristicas populacionais dos peixes marinhos, onde o fluxo
génico é menos restrito, e a formacao de barreiras geograficas é bem inferior a
detectada em aguas continentais (BRUM, 1995; AFFONSO, 2000), tendo-se,
assim grandes populagdes com uma tendéncia a homogeneizagao génica entre
elas.

Entre os Euteleostei as superordens Ostariophysi, Protacanthopterygii e
Acanthopterygii sdo as mais representativas. Os Ostariophysi sdo em sua maioria
peixes dulcicolas e apresentam grande variabilidade de numero dipléide e
composigdo cromossomica, incluindo a presenga de cromossomos metacéntricos,
submetacéntricos e acrocéntricos nos seus cariétipos (BRUM; GALETTI, 1997),
prevalecendo um complemento dipléide de 2n = 50.

A superordem Protacanthopterygii também apresenta muitas espécies
dulciaquicolas, portanto apresentam uma grande variagao de numero diploide. Os
salmoniformes sao os melhor estudados mostrando complementos contendo entre
60 e 96 cromossomos, muitos bibraquiais (BRUM; GALETTI, 1997).

Os Acanthopterygii estdo divididos em trés séries e suas espécies apresentam
caridtipos variando em seu numero dipléide. Os Mugilomorpha apresentam
preferencialmente cariétipos de 48 cromossomos e NF = 48 (LeGRANDE;
FITZSIMONS, 1976; RISHI e SINGH, 1982; PAULS; COUTINHO, 1990). Entre os
Percomorpha, a maioria das espécies apresenta 48 cromossomos (AGUILAR;
GALETTI Jr, 1997; BRUM; GALETTI Jr, 1997; CORREA; GALETTI Jr, 1997).
Cinquenta e trés espécies da ordem Tetraodontiformes foram avaliadas
citogeneticamente e apresentam cariétipos variando entre 28 e 52 cromossomos,
que BRUM e GALETTI Jr (op. cit) consideram variagdes do cariétipo base dos
Percomorpha. A ocorréncia de cromossomos de dois bragos neste grupo, confirma

a sua posicao filogenética, pois este fato € considerado derivado em cari6tipos de
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peixes (BRUM; GALETTI Jr, op. cit.). Diferentemente dos Tetraodontiformes, os
Perciformes cariotipados, cerca de 600 espécies, correspondente a 7% do numero
de espécies descritas para essa ordem (AFONSO, 2000), demonstram uma
grande conservagdo no numero dipldide (48) e fundamental (48), chegando a
cerca de 63,7% das espécies com cariétipos descritos (BRUM, 1995). Geralmente
as divergéncias ocorrem em Perciformes de &gua doce, o que constata a
importancia do isolamento geografico e tamanho populacional na formagéao e
fixacdo de rearranjos cromossdmicos contribuindo para o maior grau de
divergéncia cariotipica entre as populagées (BRUM; GALETTI Jr, 1997). Um terco
das espécies dos Atherinomorpha, cariotipados apresentam 2n = 48, mas também
sdo observados caridtipos com 46 e 50 cromossomos (RISHI, 1973; RISHI;
SINGH, 1982; BRUGGER; BORN; LEVY, 1990; DA SILVA CORTINHAS et al.,
2003; entre outros). Em Beloniformes os cariétipos com 48 cromossomos
acrocéntricos sdo comuns, porém, ocorrem algumas variagdes, como nas
espécies dulciaquicolas Strongylura microps e Potamorrhaphis cf. eigenmanni
(PASTORI et al., 1998) que apresentam 50 e 54 cromossomos, respectivamente.
Por outro lado os Cyprinodontiformes apresentam uma grande variagéo,
semelhante a outros grupos com exemplares que habitam ambientes de agua
doce.

Em peixes, muitas vezes, os cromossomos sexuais ndo sado identificaveis. De
todos os peixes cariotipados da costa brasileira apenas trés espécies tiveram um
sistema sexual determinado: Brevortia aurea e Stephanolepis hispidus apresentam
um sistema multiplo tipo X1 X1 XoXo/ X1X2Y (BRUM, 1996), o qual seria derivado de
translocagdes entre cromossomos sexuais e autossomos (CLARK; WALL, 1996)
determinando uma variagdo numérica entre machos e fémeas; Netuma barba
apresenta uma determinacdo sexual simples (XX/ XY) (BRUM, op. cit). Além
destes sistemas sexuais, em peixes de agua doce, sdo descritos também os tipos
ZIW/ ZZ, ZW+W,/ ZZ, entre outros (SCAVONE; BERTOLLO; CAVALLINI, 1994;
CLARK; WALL, op. cit; BERTOLLO et al, 1997; CARVALHO; OLIVEIRA;
FORESTI, 2002; LEMOS et al., 2002; entre outros).



16

Tabela 1 — Dados citogenéticos de peixes marinhos e estuarinos da costa

brasileira
‘ 5 CARIOTIPO SISTEMA &
ESPECIE LOCALIZACAO 2n NF M SM ST X SEXUAL REFERENCIA
Gymnothorax ocellatus Ubatuba — SP 42 76 34 - 8 Porto-Foresti et al., 1997
Brevortia durea itas — "
L. R. de Freitas — RT 46 (0) 50 2 2 42 XiXiXoXo Brom ef al.,1992a
45(0) 50 3 2 - 40 XXoY
Brevortia pectinata L.R. de Freitas — R 46 50 2 2. - 42 - Brum er al.,1992 b
Bagre bagre Cananéia — SP 56 106 24 26 6 - - Gomes er al.,1990
Cathorops sp Cananéia — SP 54 80 13 13 28 - - Gomes er al., 1992
Genidens genidens Cananéia — SP 56 88 12 20 20 4 - Gomes er al.,1994
Netuma barba Cananéia — SP 56 92 18 18 18 2 XX/IXY Gomes er al.,1994
Arius parkeri Cananéia — SP 56 88 16 16 22 2 --- Gomes er al.,1994
Porichithys porosissimus  Baa da Guanabara - RI 44 56 12 32 Brum er al., 2001
Niteréi — RT 44 52 8 36 - Affonso er al., 1998
Holocentrus ascensionis Rio Grande do Norte 50 152 12 38 - Bacurau er al., 2002
Myripristis jacobus Rio Grande do Norte 48 48 - - 48 --- Bacurau er al., 2002
Phrynelox scaber Litoral do Brasil 48 62 a 64 2 12-14 32-34 -- Affonso er al., 1996
Strongylura timucu Baifa de Paranagud — PR 48 60 12 36 i Present study
Strongylura marina Bara de Paranagud - PR 48 52 4 - = 4 Present study
Mugil incilis Bara da [lha Grande — RT 28 48 20 8 --- Pauls er al., 1998
Mugil curema Bafa de Paranagua — PR 28 48 20 8 - Present study
Mugil liza 48°W; 23°S —RI 48 48 - - - 48 - Pauls e Coutinho, 1990
Mugil platanus Cananéia, SP 48 48 - - - 48 - Jorddo et al., 1992
Atherinella. brasiliensis Bafa de Paranagud — PR 48 66 4 14 30 -—- Da Silva Cortinhas er al., 2003
Odosntesthes sp Rio Grande — RS 48 50-52 2-4 46-44 --- Brugger er al.,1990
Xenomelaris brasiliensis Litoral do RJ 48 58 10 38 - Brum ez al., 1996
Poecilia vivipara Pontal do Sul - PR 46 46 5 - 46 Ramalho ef al., 2001
Dacrylopterus volitans Bafa da Guanabara —RJ 48 78 16 14 6 12 - Corréa et al., 1995
Scorpaena brasiliensis Bafa da Guanabara —RJ 46 60 4 10 14 18— Corréa e Galetti Ir., 1997
Scorpaena isthmensis Bafa da Guanabara —RJ 40 54 6 8 2 24 - Corréa e Galetti Ir., 1997
Prionotus punctatus Bafa da Guanabara —RJ 100-102 100-102 - - - 100-102 - Corréa et al., 1995
Centropomus parallelus Litoral do RT 48 48 - - - 48 - Pauls er al.,1995
Centropomus mexicanis Costas NE e SE 48 48 - - - 48 - Netto et al., 1999
Centropomus undecimalis 48 48 = - - 48 - Viestel ez al., 1996
P Costas NE e SE 48 48 - - - 48 - Netto ez al., 1999
Centropomus parallelus Guaratuba — PR 48 48 - - - 48 - Netto er al., 2004
Diplectrum formosum Bafa da Guanabara — RJ 48 50 - 2, - 46 - Brum ez al.,1992b
Diplectrum radiale Bara da Guanabara—RIJ 48 48 - - - 48 - Brum et al.,1991
Epinephelus adscencionis ~ Recifes do litoral do RN 48 48 - - - 48 - Molina er al., 2001
Epinephelus marginatus Bara da Guanabara—RIJ 48 48 - - - 48 - Brum ez al.,1992b
Alfestes afer Litoral do RN 48 48 - - - 48 - Molina er al., 2001
Mycteroperca acutirostris ~ Bafa da Guanabara — RJ 48 48 - - - 48 - Aguilar, 1993
Serranus flaviventris Bara da Guanabara—RIJ 48 48 - - - 48 - Aguilar, 1993
Diplodus argenteus 48°W; 23°S —RI 48 48 - - - 48 - Pauls e Coutinho, 1990
Priacanthus arenats 48°W; 23°S — RJ 50 50 - - - 50 - Pauls e Coutinho, 1990
Pomatomus saltarrix Litoral do RJ 48 48 - - - 48 - Pauls er al.,1991
Caranx latus 48°W; 23°S — RJ 46 46 - - - 46 - Pauls e Coutinho, 1990
Chloroscombrus chysurus ~ 48°W; 23°S —RIJ 48 48 - - - 48 - Pauls e Coutinho, 1990
Oligoplites saliens Bara de Sepetiba — RT 48 52 4 - 44 - Castro Leal er al., 1998
Selene setapinnis 48°W; 23°S — RJ 46 48 - 2 44 - Pauls e Coutinho, 1990
Selene vomer 48 50 - 2 - 46 - Netto ez al., 1998a
Trachinotus carolinus Sao Sebastido — SP 48 56 8 40 - Zenaid e Almeida-Toledo,1994
Trachinotus falcatus Sdo Sebastido — SP 48 58 10 38 - Zenaid e Almeida-Toledo,1994
Trachinotus goodei Niteréi,Angra doReis/RI 48 50 2 46 - Netto er al., 1998¢
Eucinostomus gula 48°W; 23°S — RJ 48 48 - - - 48 - Pauls e Coutinho, 1990
Eucinostomus argenteus Bafa de Paranagua — PR 48 48 - - - 48 --- Present study
Diapterus rhombeus Bara de Paranagua — PR 48 48 - - - 48 - Present study
Anisotremus virginicus Bafa da [lha Grande — RT 48 48 - - - 48 - Affonso er al., 1998b
Litoral do NE 48 48 - - - 48 - Accioly e Molina, 2004
Anisotrermus moricandi Litoral do NE 48 48 - - - 48 - Accioly e Molina, 2004
Anisorremus surinamensis  Litoral do NE 48 48 - - - 48 - Accioly e Molina, 2004
Conodon nobilis Litoral do NE 48 48 = - 48 o Vasconcelos et al., 2003
Haemulon aurolineatum Bafa da [lha Grande — RJ 48 48 - - - 48 - Affonso er al., 1998b
Haemulon parra Litoral do NE 48 48 - - 48 - Vasconcelos er al., 2003
Haemulon plumieri Litoral do NE 48 48 - - 48 -
. . Brum, 1994
Orthopristis ruber Bafa da Guanabara — RJ 48 50 e 2 36 10 e Pauls er al., 1991
Litoral do RT 48 48 - - - 48
Orthopristis spl Bizios, Ponta Negra/RN 48 48 - - 48 - Costa et al., 1998
Orthopristis sp2 Bizios, Ponta Negra/RN 48 48 - - 48 - Costa et al., 1998
Pomadasys corvinaeformis  Litoral do NE 48 48 - - 48 - Vasconcelos et al., 2003



Pagrus pagrus
Cynoscium acoupa
Menricirrhus americanus
Menticirrhus litoralis
Micropogonias furnieri

Umbrina coroides
Mullus argentinae
Centropyge aurantonotius
Holacanthus ciliaris
Holacanthus tricolor
Pomacanthus arcuatus
Pomacanthus paru
Abudefduf saxatilis

Stegastes fuscus

Stegastes pictus

Stegastes variabilis
Stegastes leucostictus
Stegastes sanctipauli
Microspathodon chrysurus
Chromis multilineata
Chromis insolata
Chromis flavicauda
Bodianus rufus

Bodianus insularis
Bodianus pulchellus
Sparisoma rubripinne
Halichoeres poeyi
Halichoeres brasiliensis
Halichoeres radiatus
Labrisomus nuchipinnis

Parablennius pilicornis
Scartella cristata

Bathygobius soporator

Sphyraena tome
Sparisoma rubripinne
Scarus coelestinus
Apogon americanus
Ocyurus chrysurus
Bothus ocellatus
Paralichthys orbignyanus
Paralichthys patagonicus
Cirarichthys spilopterus
Erropus crossotus
Trinectes paulistanus

Achirus lineatus

Achirus declivis
Gymnachirus nudus
Symphucrus tesselatus
Balistes verula
Cantherhines macrocerus
Melichthys niger

Stephanolepis hispidus

Sphoeroides greeleyi

Sphoeroides spengleri
Sphoeroides testudineus

Sphoeroides ryleri
Chilomycterus spinosus
Chilomycterus antennatus
Cyclichthys spinosus

Arraial do Cabo — RT
48°W; 23°S — RI
Cananéia — SP

Costa do RS

Cananéia — SP

48°W; 23°S — RI
Litoral do RT

48°W; 23°S —RIJ
Litoral do RT

Recifes do NE e SE
Recifes do NE e SE
Recifes do NE e SE
Recifes do NE e SE
Recifes do NE e SE
Bara da Guanabara — RJ
Litoral do NE do Brasil
S. Pedro e S. Paulo/RN
S. Pedro e S. Paulo/RN
S. Pedro e S. Paulo/RN
S. Pedro e S. Paulo/RN
S. Pedro e S. Paulo/RN
Bahia

Bahia

Espirito Santo

Espirito Santo

Litoral do RT

S. Pedro e S. Paulo/RN
Rio Grande do Norte
Litoral do ES

Recifes do litoral do RN
Litoral do RN e BA
Litoral do RN

Litoral do NE

Bara da Guanabara — RJ
Litoral do NE

Bara da Guanabara — RJ
Bara da Guanabara — RJ

Litoral do RT

Bara de Paranagua — PR

48°W; 23°S —RIJ
Litoral de NE
Litoral do NE
Litoral do RN
Litoral do NE
Ubatuba — SP
Florianépolis - SC

Ubatuba - SP
Braganca - PA
Ubatuba — SP

Ubatuba — SP
Bahia

Litoral do RT
Litoral do NE

48°W; 23°S — RJ

Bafa da Guanabara — RJ
Pontal do Sul — PR
Ubatuba — SP

Bafa de Paranagua — PR
Bafa da Guanabara — RJ
Ponta Negra — RN
Pontal do Sul — PR
Bafa de Paranagua — PR
Bafa da Guanabara — RJ
Bafa da Guanabara — RJ
Litoral do NE

Bafa de Paranagua — PR

40

44

20

20

18

24

20

20
20
32

12
16

22

28

10

26

44

28

46

48

48

46

22

26

26

46

48
20

46

48

10
48

14
12

XX XoXs
XiXoY
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Netto ez al., 1998b

Pauls e Coutinho, 1990
Gomes er al.,1983b
Reggi et al.,1986

Gomes er al.,1983 a
Pauls e Coutinho, 1990
Brum ez al., 1996

Pauls e Coutinho,1990
Pauls er al.,1991
Affonso er al., 1999
Affonso er al., 1999
Affonso er al., 1999
Affonso ez al., 1999
Affonso er al., 1999
Corréa er al, 1994
Molina e Galetti jr, 1999
Molina e Galetti jr, 2004
Molina e Galetti jr, 2004
Molina e Galetti jr, 2004
Molina e Galetti jr, 2004
Molina et al., 2002
Molina e Galetti jr, 2004
Molina e Galetti jr, 2002
Molina e Galetti jr, 2002
Molina e Galetti jr, 2002
Pauls er al, 1991

Sena e Molina, 2001
Sena e Molina, 2003
Sena e Molina, 2004
Sena e Molina, 2001
Sena et al., 2002

Sena et al., 2002

Sena et al., 2002
Affonso er al., 1999
Galvio e Molina, 2003
Brum ez al, 1992b

Brum ez al, 1994a

Brum ez al., 1996a

Cipriano ez al., 2002

Pauls e Coutinho, 1990
Sena et al., 2002

Sena et al., 2002
Vasconcelos et al., 2004
Rocha e Molina, 2004
Azevedo et al., 2001
Azevedo et al., 2000
Azevedo et al., 2004b
Azevedo et al., 2004b
Azevedo et al., 2004b
Azevedo et al., 2000
Azevedo et al., 2004a
Azevedo et al., 2000
Azevedo et al., 2004a
Azevedo et al., 2004a
Azevedo et al., 2004a
Azevedo et al., 2001

S4 Gabriel e Molina, 2003
Pauls eral., 1995 a

S4 Gabriel e Molina, 2003

Pauls, 1993

Brum ez al., 1994b
Franciosi e Cestari, 2000
Alves et al., 2002
Noleto et al., 2004

Brum ez al., 1994b

Sena et al., 1999
Franciosi e Cestari, 2000
Noleto et al., 2004

Brum ez al., 1996b
Brum ez al., 1996b
S4-Gabriel e Molina, 2004
Noleto et al., 2004

Fonte: Tabela extraida de Da Silva Cortinhas (2002), modificada pelo autor; 2n: nimero dipléide; NF: nimero fundamental
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Com o desenvolvimento na aplicagcdo das técnicas de bandamento C e
deteccado de regides organizadoras de nucléolos (RONs) a maioria dos peixes
cariotipados da costa brasileira vem sendo caracterizados utilizando estas
metodologias (42 espécies para banda C e 49 para RON). O estudo de
heterocromatina constitutiva € importante na citotaxonomia e na citogenética
populacional (AFFONSQO, 2000). Em peixes sdo comuns blocos heterocromaticos
em regides centroméricas e pericentroméricas, seguindo padrdo frequiente em
vertebrados. A técnica de impregnacdo por nitrato de prata (HOWELL; BLACK,
1980), para a caracterizagdo do numero e posicdo das RONs ativas tem sido muito
utilizada em peixes. A utilizacdo de corantes fluorescentes com afinidades por
certos segmentos cromossémicos, como cromomicina Az (CMAj3) e mitramicina
(MM), também podem constituir uma ferramenta util no estudo destas regides
(CORREA e GALETTI Jr., 1997; AFFONSO, op. cit; DA SILVA CORTINHAS,
2003, entre outros), apesar da afinidade destes fluorocromos ser por regides ricas
em bases GC (ARTONI ef al., 1999). A localizagao das RONSs, independente de
atividade, tem sido confirmadas por hibridizagdo com sondas DNAr ou RNAr (DA
SILVA CORTINHAS et al., op.cit). Estas regides em eucariotos sdo organizadas
em duas familias de genes altamente repetitivas que ocorrem em tandem, a 48S,
observada na coloragédo com nitrato de prata (AgNOs3), e 5S, visualizadas por meios
de técnicas mais especificas (FISH). Esta técnica além de auxiliar na localizagao
de regides especificas, principalmente com a sonda 18S, é informativa para
confirmar se os heteromorfismos das RONs s&o estruturais e ndo apenas reflexos
da atividade génica (ROSSI et al., 1996). Em vertebrados, um Unico par portando
as RONs ¢ tido como carater basal, incluindo os teleésteos.

Quanto a utilizagdo da técnica de bandamento G em peixes, os resultados tem-
se mostrado insatisfatérios possivelmente devido a peculiaridades de estrutura e
compactacdo do DNA desses animais (MEDRANO et al., 1988; VENERE, 1991).
Devido as dificuldades em se obter bons padrées de bandamento G e C em
algumas espécies de peixes, uma alternativa é a utilizagéo de enzimas de restricao
(ER). Estas enzimas caracterizam-se pela habilidade de reconhecer sequéncias

especificas no DNA e orientar seu corte. Elas produzem bandamentos devido a
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extracao diferencial de DNA (PIECZARKA; MATTEVI, 1998). Normalmente a banda
obtida é do tipo C (Alu I), mas em alguns casos 0 bandamento assemelha-se a G
(Bam 1ll). Os diferentes padrées de bandamento dependem da espécie e enzima
utilizadas (PIECZARKA; MATEVI, op. cit.).
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1.5. Arranjos Cromossémicos e Especiacdo

Dois aspectos dos processos de especiacao sdo de interesse no contexto da
citogenética. O primeiro deles sdo as mudangas no numero de cromossomos, que
podem causar efeitos genéticos e/ou fenotipicos, mudancgas na fertilidade e podem
estar ligados a producdo de novos cultivares, principalmente em plantas,
tornando-as polipléides. O outro aspecto, refere-se as mudangas estruturais no
cariétipo, podendo alterar o conteudo de DNA — relacionados muitas vezes a
proliferacdo de elementos genéticos moéveis (SANMIGUEL, et al, 1996),
duplicagdes de genes e segmentos de cromossomos (TAYLOR; VAN de PEER;
MEYER; 2001; MAZET; SHIMELD, 2002;) ou delegcbes destes Ultimos
(VENKATSH, 2003) — ou na estrutura cromossémica (CLARK; WALL, 1996).

Evolugédo e especiacdo podem estar relacionadas a mudangas observaveis
nos cromossomos dos organismos, porém, segundo WHITE (1978),
LIVINGSTONE e RIESEBERG (2003), deve-se deixar bem claro, que estas nao
s80 essenciais para que a especiagao ocorra. Muitas espécies diferem em seus
cariotipos, mas existem aquelas que certamente ndo se distinguem, seus
cariétipos sdo muito similares. O tremendo numero de andlises citogenéticas
publicadas desde a descoberta de cromossomos tem revelado uma grande
diversidade cariotipica em numeros, tamanho e organizacdo de regides
homdélogas entre taxons relacionados (LEVIN, 2002; EICHLER; SANKOFF, 2003).

A fungao dos rearranjos em especiagéo é particularmente bem suportada por
varias linhas de evidéncias, onde nos individuos heterozigotos, parcialmente
estéreis, as mudangas cromossdmicas fixadas por diferentes rearranjos agem
como barreiras genéticas para o fluxo génico entre populagdes, facilitando o
isolamento reprodutivo. Para MAYR (1977) o que é essencial para a especiagao, é
o isolamento geografico, impedindo fluxo génico entre populagdes. Outros
mecanismos sdo secundarios podendo ser importantes numa provavel
reaproximacao das duas populagdes. Esses mecanismos podem agir tanto pré,
intra e pés-especiagao, evitando a hibridagdo entre diferentes proto-espécies e

cada qual conservando seu pool genético. Ainda segundo MAYR (op. cit),
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mudangas ocorridas apos o isolamento geografico sdo importantes para se
completar a especiacao.

Muitos desses rearranjos, principalmente entre diferentes espécies que
aparentemente apresentam o mesmo caridtipo, sdo cripticos. Nestes casos
técnicas citogenéticas de bandamento sdo de grande valia para melhor se
visualizar as diferencas e desvendar algumas informagdes sobre 0s mecanismos
de evolugéo e especiagdo, em especies muito proximas. Muitas técnicas podem
demonstrar algumas diferencas estruturais entre cariétipos que formalmente foram
considerados indistinguiveis (CANO; THODE; SANCHES, 1982; MARTINEZ et al.,
1989; VITTURI; COLOMBERA; CATALANO, 1993; SOLA et al, 1993; BRUM et
al., 1995; CENTOFANTE; BERTOLLO; MOREIRA-FILHO, 2002; entre outros).
Tratamentos com acido e solugdo alcalina, revelam a extensao e localizagdo de
blocos de heterocromatina (bandamento C), preparagdes com tripsina e uma
variedade de outros agentes, mostram um elaborado conjunto de bandas
longitudinais (bandamento G), a impregnagdo com nitrato de prata, evidencia as
regides organizadoras de nucléolo ativas na intérfase (quantidade e localizacao), e
assim por diante. Estas técnicas ajudam a identificar, interpretar e entender as
diferengas, cripticas ou néo, existentes em cariétipos de espécies relacionadas.

As mudangas achadas nos cariétipos ndo necessariamente causam grandes
efeitos no fendtipo e para que elas sejam propagadas na populagdo, devem
permitir a reproducéo, sendo estas mutagdes cromossémicas serdo eliminadas em
uma unica geracao. A reprodugéo é a unica via pela qual as alteragées podem ser
fixadas na populacdo, e entdo a especiagdao ser completada (CLARK; WALL,
1996).

Os rearranjos cromossémicos podem ser divididos em trés classes (MAYR,
1977). A primeira e mais comum delas € aquela suficientemente deletéria para ser
eliminada de imediato. A segunda classe pode dar origem a um sistema de
polimorfismo balanceado, e mantidas na populagdo, como adi¢cao e delegcao de
heterocromatina, inversdes paracéntricas e mudangas na posigao de centrdmeros
(KING, 1993). A terceira delas, e que aparentemente apresenta um papel

importante no processo de especiacao, é aquela onde os rearranjos reduzem a
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fertilidade do hibrido. Os heterozigotos para estas mutagdes encontram
dificuldades durante a meiose, dificuldades estas que poderao levar a producao de
gametas com deficiéncias ou duplicagdes cromossémicas, Cromossomos
fragmentados, ou ainda cromossomos acéntricos. Segundo KING (op. cit.), nesta
ultima classe podemos incluir inversdes pericentricas, fusées em tandem, fusdes
robertsonianas, translocagdes reciprocas, entre outras.

Nos ultimos anos com o aumento dos estudos citogenéticos em peixes, alguns
processos, provavelmente envolvidos na diversificagao deste grupo, comegaram a
ser discutidos. O envolvimento de mutagdes cromossdmicas pertencentes a
terceira classe, acima mencionada, foram relatadas. Entre elas sdo mais
mencionados os rearranjos robertsonianos (OLIVEIRA et al., 1988; CORREA;
GALETTI Jr., 1997; NIRCHIO et al, 2003; entre outros) e as inversoes
pericentricas (BRUM et al, 1995; AGUILAR; GALETTI Jr.,, 1997; DA SILVA
CORTINHAS et al., 2003; MOLINA; GALETTI Jr, 2004; entre outros). Por outro
lado, em alguns grupos de peixes pode-se observar o efeito/causa de arranjos
cromossomicos de diferentes naturezas como em alguns salmonideos (FROLOU,
2000) e em loricariideos (ARTONI; BERTOLLO, 2001).
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. OBJETIVOS

Caracterizar cromossomicamente espécies dos géneros Strongylura, Mugil,
Eucinostomus e Diapterus do litoral paranaense, com a utilizagao de coloracao

convencional (Giemsa);

Caracterizar as regides organizadoras de nucléolo (RONs), através de
impregnacao por nitrato de prata e localizar regiées heterocromaticas pelo
bandamento C;

Aplicar técnicas de bandamento cromossdémico e coloragéo diferencial como a
enzima de restricdo Alul e o fluorocromo Cromomicina As, para detectar

possiveis marcadores no cariotipo das espécies estudadas;

Localizar os genes ribossémais 18S e 5S no complemento cariotipico por meio

de hibridacao in situ com sondas fluorescentes (FISH);

Discutir os resultados obtidos comparando-os com os da literatura de forma a
ampliar o conhecimento quanto a citotaxonomia e histéria evolutiva dos peixes

estudados.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material

O presente estudo refere-se a analise cariotipica de exemplares de peixes das
espécies Strongylura timucu (Belonidae, Beloniformes), Strogylura marina
(Belonidae, Beloniformes), Eucinostomus argenteus (Gerreidae, Perciformes),
Diapterus rhombeus (Gerreidae, Perciformes) e Mugil curema (Mugilidae,
Mugiliformes) do litoral Paranaense. A figura 1 apresenta as localidades de coleta
na Baia de Paranagud das seis espécies. As tabelas 2, 3, 4, 5, e 6 mostram dados

de coleta dos exemplares submetidos as analises citogenéticas.

3.2. Métodos

3.2.1. Coleta

Exemplares foram coletados com rede de arrasto com malhas de 0,8 cm entre
nés (figura 2). Ap6s a coleta foram mantidos em recipientes com agua,
devidamente aerados, para transporte. Os peixes foram levados ao Laboratorio de
Citogenética Animal, no Departamento de Genética, Setor de Ciéncias Biologicas
da Universidade Federal do Parand, onde foram anestesiados e posteriormente
sacrificados. Os rins (regido anterior e/ou posterior) foram retirados e colocados
em meio RPMI com 20% de soro bovino fetal. O sexo dos animais foi determinado
através da andlise microscépica das gbnadas, identificando as células gonadais, e
posteriormente cada peixe foi catalogado em livro de protocolos. O processamento
do material seguiu-se posteriormente de acordo com as técnicas descritas a

seqguir.
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FIGURA 1. LOCALIZACAO DOS PONTOS DE COLETA NA BAIA DE
PARANAGUA. IMAGEM DE SATELITE DO LOCAL DE COLETA.
PONTO AMARELO: BAIA DE LARANJEIRAS; PONTO VERMELHO:
PONTAL DO SUL — GAMBOA DO BAGUAGU.

)
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FIGURA 2. - COLETA DE EXEMPLARES NA SAIDA DA GAMBOA DO BAGUAGU
- BAIA DE PARANAGUA - PR.

FOTO: Marta Margarete Cestari

3.2.2. Obtencédo de Metafases Mitdticas

3.2.2.1. Método indireto — Cultura de curto tempo

Foi empregada a técnica de cultura de tecidos sélidos a curto tempo

(FENOCCHIO et al., 1991), que consiste das etapas seguintes.

a) Retirar a porgédo anterior do rim cefalico com aproximadamente 3 mm?® (mantida
até entdo na solugdo salina de Hank’s) e transferir para uma placa de Petri
contendo 10 ml de meio de cultura RPMI mais 20% de soro bovino fetal.

b) Desagregar o material com pingas de ponta fina com posterior aspercao e
expiracdo da solugdo com uma seringa de vidro sem agulha. Apds a obtencéo
da suspenséo celular, esta é incubada em estufa a 29°C por 6-7 horas em

média.
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c) Sacrificar o meio vinte e cinco minutos antes de se completar 6-7 horas, pingar
3 gotas de colchicina (0,025%), aproximadamente 100ul, em cada recipiente.
Agitar gentilmente o frasco para homogeneizar o material. O frasco € mantido
na estufa 29°C neste periodo.

d) Sacrificar o meio decorridos 25 minutos, transferindo-o para um tubo de ensaio
e centrifugando-o por 10 minutos a 800-900 rpm.

e) Descartar o sobrenadante e completar o tubo (8 ml) com solugédo hipoténica
(KCI ag. 0,075M). O material é ressuspendido até ficar homogéneo, em seguida
colocar o tubo em banho maria por 45 minutos a 37°C.

f) Preparar o fixador usando 3 partes de metanol para uma parte de acido acético;
manté-lo sob refrigeracdo. Dado o tempo de hipotonizagdo, pingar algumas
gotas do fixador em cada tubo; ressuspender o material até ficar homogéneo, e
centrifugar por 10 minutos a 800-900 rpm.

g) Descartar o sobrenadante e adicionar 2 ml de fixador. Ressuspender muito bem
0 material de forma que a solugéo se torne homogénea; completar o volume do
tubo com fixador, até completar 8 ml; ressuspender novamente o material e
centrifugar por 10 minutos a 800-900 rpm.

h) Repetir uma vez mais a etapa anterior. Apds o tubo ter sido preenchido com o
fixador pela segunda vez, este é guardado no freezer a temperatura de -20°C
negativos, por 24 horas.

i) Retirar os tubos do freezer, transcorrido o tempo, e ressuspender o material e o
centrifugar. Retirar o sobrenadante e ao material restante no fundo do tubo
(células) adicionar uma quantidade de fixador suficiente para se obter uma
suspengao celular que nao esteja diluida nem concentrada (= 1,5ml de fixador).
Ressuspender o material com suavidade até ficar bem homogéneo e em
seguida guardar em tubos de micropipeta tipo Eppendorf, que sdo guardados
no freezer a temperatura de -20°C.
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3.2.3. Analise do Material e Montagem dos Cariotipos

O material, apés retirado do freezer (-20°C) foi gotejado ( 2 a 3 gotas) sobre
uma lamina (previamente limpa e conservada em alcool na geladeira) colocada no
vapor de um banho maria a 60°C. Apds gotejamento, as laminas foram secas ao
ar.

A coloragéao seguiu a técnica tradicional, com uso de uma solucédo de Giemsa a
5% em tampao fosfato (pH 6,8) por 15 minutos. Em seguida, as laminas foram
lavadas em &gua corrente e secas ao ar. Esta coloragdo convencional permitiu a
analise do numero, morfologia e férmula cromossomica.

As metafases foram localizadas em microscépio binocular primeiramente sob
aumento de 100x e, analisadas com objetiva de imersdo. Foram escolhidas as
metafases com cromossomos bem diferenciados a ponto de serem contados.
Foram analisadas em média de 20 a 30 metafases por animal para se obter uma
tabela de frequéncias referente ao numero de cromossomos por metafases. A
partir destes dados foi obtido o nimero dipléide modal para a espécie analisada.

As metafases que apresentaram boa dispersdo, condensacao e morfologia
cromossOmica, foram fotografadas em microscépio Leica, em campo claro com
objetiva de imersao, e/ou foi utilizado o sistema de captura de imagens, com
microscopio Carl Zeiss Axiophot acoplado ao sistema Applied Spectral Imagem.
As andlises cromossémicas foram realizadas no computador através do software
Case Data Manager Expo 2.0; para a montagem do cariétipo dos individuos, foram
feitas pranchas de machos e fémeas.

Os caridtipos foram montados organizando-se 0s cromossomos segundo o
tamanho e a localizagdo do centrbmero. A determinacdo do comprimento dos
bragos (maior ou menor), foi feita com um auxilio de um paquimetro. Os valores
médios de cada par foram calculados para poder determinar a relagdo de bracos
(RB).

Para o célculo de NF os cromossomos metacéntricos (M), submetacéntricos
(SM) e subtelocéntricos (ST) foram considerados com dois bragos, enquanto que

0s acrocéntricos (A) constituidos por um unico brago.
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A identificacao cromossdmica foi feita seguindo a nomenclatura proposta por
LEVAN, FREDGA e SANDBERG (1964), onde os tipos cromossémicos séo:

METACENTRICOS (M)....covereerereeerereenne. RB = 1,00 - 1,70
SUBMETACENTRICOS (SM).....ooeevveeeen.. RB = 1,71 - 3,00
SUBTELOCENTRICOS (ST)...vveverererenenee. RB = 3,01 — 7,00

ACROCENTRICOS (A).....oeverereeeeecreereeeeenn, RB = maior que 7,0
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3.2.4. Caracterizagdo das Regiées Organizadoras de Nucléolo (RONs)

A técnica utilizada foi a descrita por HOWELL e BLACK (1980), a qual cora as
regides organizadoras de nucléolos (RONs) através da utilizagdo de uma solugéo
aquosa de nitrato de prata (AgNOs). As regides marcadas revelam sitios ativos na
intérfase precedente.

A técnica de HOWELL e BLACK (1980) com algumas modificagdes segue as
etapas:

a) Utilizar laminas pingadas conforme a técnica anterior. Em alguns casos
envelhecer a lamina por até 2 dias em uma estufa de aproximadamente 45 °C.

b) Utilizar uma solugao aquosa de nitrato de prata a 50% e uma solugdo aquosa
de gelatina a 2%, esta Ultima acondicionar em frasco ambar e manter em
geladeira.

c) Pingar sobre a lamina uma gota da solugédo de gelatina e uma de agua, sobre
estas duas gotas da solugao aquosa de nitrato de prata.

d) Misturar as gotas e cobrir a ldmina com uma laminula grande.

e) Levar a lamina assim preparada para estufa de 60°C, por cerca de 5 a 10
minutos, o tempo ideal é aquele na qual as RONs apresentem coloragéo preta
Ou marrom escura e, 0s cromossomos, uma tonalidade amarelada.

f) Remover a laminula com um jato de agua destilada e colocar a lamina em uma
solugdo de Giemsa muito diluida (2%) por 30 segundos, apenas para retirar o
brilho da coloracao pela prata.

g) Secar a lamina ao ar.
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3.2.5. Detecgcdo das Regibes de Heterocromatina (Banda C)

Para a deteccdo de heterocromatina foi utilizada a técnica descrita por

SUMNER (1972), modificada por AFONSO (2000):

a) Pingar sobre uma lamina a solugdo de suspenséao celular anteriormente fixada
(duas gotas), em banho maria a 60°C.

b) Colocar a lamina em solugédo de HCI 0,2N, a temperatura de 42°C durante 10
minutos.

c) Lavar a lamina em agua destilada, deixar secar ao ar.

d) Colocar num tubete contendo uma solugéo aquosa de hidroxido de bario a 5%,
recém preparada e filtrada, a uma temperatura de 25°C por até um minuto e
trinta segundos.

e) Lavar a lamina rapidamente em solugdo de HCI 1N a 60°C, para interromper a
acao da solugao de hidroxido de bario e retirar o excesso deste.

f) Lavar, em seguida, com jatos de agua destilada e deixar secar ao ar.

g) Incubar a lamina numa solugéao salina 2xSSC, por 1 hora a 60°C.

h) Lavar apés este periodo novamente e deixar secar ao ar.

iy Corar com solugdo Giemsa a 2% em tampao fosfato pH 6,8 durante 30 minutos.
Lavar em agua deionizada e secar ao ar.

As preparagdes de banda C, foram analisadas da mesma forma que a
coloragao convencional e fotografadas de forma a caracterizar as regides que

contém a heterocromatina.
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3.2.6. Clivagem com Endonucleases de Restricdo

A técnica utilizada foi a descrita por MEZZANOTTE et al. (1983), com algumas
adaptagdes feitas por MAISTRO (1996) para as preparagdes com cromossomos de
peixes.

a) Pingar uma lamina em banho maria a 60° C e levar a estufa a 45° C para
envelhecer por um dia.

b) Pingar uma gota de solucdo de enzima para cada gota de suspenséo celular e
cobrir com laminula;

c) Colocar a lamina em camara Umida muito bem fechada e incubada a 37°C por 5
horas.

d) Transcorrido o tempo necessario, remover a laminula com um jato de agua
destilada e deixar secar ao ar.

e) Corar a ldamina com solugao de Giemsa (5%) em tampao fosfato pH 6,8 durante

10 minutos.

f) Lavar a lamina novamente em agua destilada e deixar secar ao ar.
g) Analisar as preparagbes com enzima de restricAdo e fotomicrografar

(fotomicroscopio Leica) e posteriormente ampliar em papel Kodabromide F3

(Kodak).
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3.2.7. Técnica de Coloragdo com Cromomicina As

A técnica utilizada foi a descrita por SCHWEIZER (1976) citado em VERMA e
BABU (1995), a qual marca as regides do DNA ricas em bases CG, com
modificagoes.

a) Pingar laminas conforme descrito nas técnicas anteriores e deixar envelhecer
por um dia na estufa a 45°C.

b) Colocar 50 ul da solugdo de cromomicina Az com o auxilio de uma micropipeta
sobre a lamina, cobrir com uma laminula e deixar corar por 90 minutos no
escuro.

c) Retirar a laminula com jatos de agua e em seguida lavar a lamina, em agua
corrente por aproximadamente 1 minuto.

d) Deixar a lamina secar ao ar e montar com uma nova laminula, utilizar como meio
de montagem solucdo de glicerol e cloreto de magnésio.

e) Deixar a lamina guardada a temperatura ambiente, no escuro, por no minimo 15
dias antes de analisar (para aumentar a estabilidade do fluorocromo) em
fotomicroscépio de epifluorescéncia, com filtro 450-490 nm (zona de excitacdo

do azul).
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3. 2. 8. Hibridacao fluorescente in situ (FISH) com sonda de DNAr 18S e 55

A. Preparacao e marcacao da sonda de rDNA

A sonda de DNA ribossdmico do fragmento 18S, com aproximadamente
1.800 pb, para a localizagcao desses cistrons nos cromossomos, obtida a partir da
amplificagao por polimerizagdo em cadeia (PCR) dessa sequiéncia de DNA nuclear
da espécie de peixe Prochilodus affinis (HATANAKA, 2000), usando os “primers”
NS1 (5- GTAGTCATATGCTTGTCTC - 3) e NS8 (5-
TCCGCAGGTTCACCTACGGA - 3’) conforme WHITE et al. (1990).

A sonda 5S (cerca de 120pb) utilizada foi o plasmideo recombinante p-
BSIKS contenco o gene RNAr 5S obtido de Leporinus elongatus (Anostomidae)
(MARTINS e GALETTI, 1999; MARTINS e GALETTI, 2001).

a) Para a amplificacdo, utilizar 100 ng de DNA molde + 10 ng do “primer”,
juntamente com KCI 50mM + Tris pH 8,3 10mM + MgCI2 1,5mM + dNTPs (200
mM cada) + 2,5 U de Taq polimerase e agua MilliQ g.s.p. 50 ul;

b) Para marcagdo da sonda, utilizar o kit “Nick Translation” da Gibco.BRL,
segundo as especificacoes do fabricante, empregando-se a uridina biotinilada
(BAUTP);

¢) Adicionar solugdo de formamida 50%, sulfato dextrano 10%, 20xSSC e DNA de
placenta humana, perfazendo um volume total de 400 pl, apés a marcacgao;

d) Transferir esta solucao de hibridagcao para um banho fervente, durante 10
minutos, para denaturacdo do DNA e, imediatamente apés, para um recipiente

com gelo, impedindo a renaturagéo por choque térmico.

B. Preparacéo das laminas

a) Lavar as laminas, contendo as preparag¢ées cromossomicas, em PBS, por 5
minutos, em temperatura ambiente;

b) Desidrata-las em uma série de etanol a 70%, 85% e 100%, 5 minutos em cada
banho;

¢) Incubar as laminas com solucdo de RNase (100 pug/ml) durante 1 hora, em

camara umida a 37°C;
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d) Lavar as laminas duas vezes em solugdo de 2xSSC, por 10 minutos, sob
agitacao;

e) Lavar em PBS, por 5 minutos, sob agitacao;

f) Tratar as laminas com pepsina 0,005% em 10 mM de HCI, por 10 minutos a
37°C;

g) Lavar em PBS a temperatura ambiente, por 5 minutos, sob agitagao;

h) Fixar com formaldeido 1% / PBS 1x / MgCl> 50mM, por 10 minutos, a
temperatura ambiente;

iy Lavar em PBS 1x por 5 minutos, sob agitagéo;

j) Desidratar em série de etanol a 70%, 85% e 100%, 5 minutos cada banho, a
temperatura ambiente;

l) Tratar as laminas com 90 pl de formamida 70% dissolvida em 2xSSC, a 70°C,
por 5 minutos;

m) Desidratar em série de etanol a 70%, 85% e 100%, 5 minutos cada banho.

C. Hibridacao e deteccao dos sinais correspondentes

a) Aplicar, sobre as laminas, cerca de 50 pl da solugéo de hibridagao;

b) Arrumar as laminas em camara umida e incuba-las a 37°C “overnight” contendo
solugéo de formamida 60% em 2xSSC pH 7,0;

c) Lavar as laminas com solugdo de formamida 50% em 2xSSC pH 7,0 por 20
minutos, a 42°C e, sob agitacao;

d) Lavar com 0,1xSSC a 60°C, por 15 minutos, sob agitagéo;

e) Lavar em Tween 20, por 5 minutos, sob agitagao;

f) Incubar em 90 pl de tampdo NFDM a 5%, por 15 minutos em camara umida;

g) Lavar duas vezes com Tween 20, cinco minutos cada, sob agitacao;

h) Colocar sobre as laminas 90 ul de avidina-FITC (Fluoresceina Isotil Cianato-
avidina conjugada) a 0,25 ug/ul, e incubar por 30 minutos a 37°C, em camara
umida;

i) Lavar as laminas 3 vezes em Tween 20, cinco minutos cada, sob agitacao;

j) Colocar anti-avidina biotina-conjugada sobre as laminas, seguindo as mesmas

quantidades e tempo de incubacao recomendadas para o tratamento com avidina;
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l) Lavar trés vezes com solugdo de Tween 20, cinco minutos cada, sob agitagao.
m) Repetir os passos h, i, j e | por mais uma vez e completando novamente com o
tratamento com avidina-FITC e posterior lavagem com Tween 20, sob agitagéo;

n) Desidratar em série de etanol a 70%, 85% e 100% a temperatura ambiente, 5
minutos em cada banho;

0) Montar as laminas com 25pl para cada solugao de iodeto de propideo;

p) Analisar em fotomicroscépio de epifluorescéncia sob filtro azul (450 — 490 nm

de comprimento de onda).
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4. RESULTADOS

4.1. GERREIDAE

Os individuos das espécies Eucinostomus argenteus e Diapterus rhombeus
apresentaram a mesma constituicdo cromossémica, independente do local de
coleta (tabela 2 e 3). Também nao foram detectadas diferengas significativas entre
cariotipos de machos e fémeas analisados, ndo se constatando, portanto, nenhum
tipo de heteromorfismo cromossdémico relacionado ao sexo. Os cariétipos (figura
3) sado compostos de 2n = 48 cromossomos, todos acrocéntricos. O pareamento é
discutivel, pelo decréscimo sutil do tamanho dos cromossomos.

A ocorréncia de associagdes pelo centrébmero entre os cromossomos também
foi detectada em muitas metafases, dando origem a formagdes de buqués ou
cromossomos aparentemente fusionados (figura 4).

Todos os cromossomos do complemento cariotipico das duas espécies
apresentaram heterocromatina constitutiva, detectada pelo bandamento C,
distribuida nas regiées centroméricas e teloméricas (figura 5). Em Eucinostomus
argenteus os blocos foram bem discretos (figura 5a). Em Diapterus rhombeus
estes blocos estao mais evidentes (figura 5b).

O tratamento com a endonuclease de restricdo Alul produziu marcagdes
conspicuas e centroméricas, semelhantes as bandas C, em praticamente todos os
cromossomos (figura 6).

As regides organizadoras de nucléolos (Ag-RONSs), foram observadas em
ambas as espécies em posicdo terminal no brago curto de um par de
cromossomos (figura 7). O fluorocromo cromomicina As (CMA3) evidenciou regides
de DNA ricas em bases GC coincidentes com as regides organizadoras de
nucléolo (figura 8A e 8C).

A hibridizagdo fluorescente (FISH) com sondas DNAr 18S também foi
coincidente com o0s resultados obtidos para a marcagdo das RONs por
impregnacao de nitrato de prata, assim como com a aplicagao do fluorocromo

base especifico CMA; (figura 8B e 8D), em E. argenteus e D. rhombeus. A sonda
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58S evidenciou regides intersticiais em um unico par de cromossomos de forma

pouco conspicua (figura 9A e 9B).

TABELA 2 — DADOS DAS ANALISES EM COLORACAO CONVENCIONAL EM
Eucinostomus argenteus, NUMERO DE METAFASES ANALISADAS

E NUMERO MODAL.

Local de

50 49 48 47 46 <45 Total Coleta
722M 0 0 1 2 0 3 6 Pontal do Sul
727M 0 0 23 0 0 0 23 Pontal do Sul
729M 0 0 53 0 0 0 53 Pontal do Sul
1046F 0 0 0 0 0 0 0 Pontal do Sul
1047F 0 0 3 0 0 0 3 Pontal do Sul
1048M 0 0 0 0 0 0 0 Pontal do Sul
1049F 0 0 0 0 0 0 0 Pontal do Sul
1062M 0 0 14 2 1 3 20 Pontal do Sul
1063F 0 0 18 0 1 6 25 Pontal do Sul
1064F 0 0 51 2 3 11 67 Pontal do Sul
1108F 0 0 25 0 0 0 25 Pontal do Sul
1109M 0 0 13 0 0 0 13 Pontal do Sul
1110F 0 0 21 0 0 0 21 Pontal do Sul
1111M 0 0 24 0 0 0 24 Pontal do Sul
1211F 0 0 16 0 0 3 19 Pontal do Sul
1212M 0 2 28 0 0 2 32 Pontal do Sul
1213M 0 0 11 2 0 0 13 Pontal do Sul
1214F 0 0 37 0 3 6 46 Pontal do Sul
1215F 0 0 17 3 1 2 23 Pontal do Sul
1334M 0 0 1 0 0 0 1 Pontal do Sul
1335F 0 0 0 0 0 0 0 Pontal do Sul
13367 0 0 0 0 0 0 0 Pontal do Sul
1363F 0 1 6 1 0 3 11 Pontal do Sul
1364F 0 0 0 0 0 0 0 Pontal do Sul
Total 0 3 362 12 9 39 425
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TABELA 3 — DADOS DAS ANALISES EM COLORACAO CONVENCIONAL EM
Diapterus rhombeus, NUMERO DE METAFASES ANALISADAS E
NUMERO MODAL.

Local de
50 49 48 47 46 <45 Coleta
1612F 0 0 2 0 0 3 Laranjeiras
1613M 0 0 0 0 0 0 Laranjeiras
1614M 0 0 4 0 1 3 Laranjeiras
1615M 0 0 9 1 1 6 Laranjeiras
1616M 0 0 e 0 0 3 Laranjeiras
1617M 0 0 2 0 0 2 Laranjeiras
1619M 0 0 7 0 0 3 Laranjeiras
1620M 0 0 1 0 0 1 Laranjeiras
1621M 0 0 0 0 0 0 Laranjeiras
1629F 0 0 15 1 1 4 Laranjeiras
1630M 0 0 20 2 1 0 Laranjeiras
1631M 0 0 85 6 5 9 Laranjeiras
16327 0 0 3 1 0 1 Laranjeiras
1634M 0 0 5 0 1 0 Laranjeiras
Total 0 0 110 11 10 35
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FIGURA 3 — CARIOTIPOS DE Eucinostomus argenteus (a) E Diapterus rhombeus

(b); 2n = 48; NF = 48.
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FIGURA 4 - METAFASES SOMATICAS DE Eucinostomus argenteus
EVIDENCIANDO ASSOCIACAO PELO CENTROMERO DE
ALGUNS CROMOSSOMOS FORMANDO CONFORMAGCOES
RADIAIS.

=N a *

FIGURA 5 — METAFASES SOMATICAS DE Eucinostomus argenteus (a) E
Diapterus rhombeus (b) APOS O BANDAMENTO C COM A
PRESENCA DE HETEROCROMATINA  CONSTITUTIVA
RESTRITA AS REGIOES CENTROMERICAS.

A
e o 4 2
\1 s ’ | ) ::‘\’ ’
P p- s. N .‘c‘)
. « "2
- I o ¥
o "‘ - b o : : .
5\ N 'E = | ; K :
. “a @ »
i £, - Vi 7o o.:. et
- - O\s “ ¢ to i 4’ )
-, ¢ 2 ¢ & & v 4.0 ¢
SR e X,
- - “« L
< = " y
~ A S




FIGURA 6 -
argenteus; b) Diapterus rhombeus.
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METAFASES SUBMETIDAS AO TRATAMENTO COM A
ENDONUCLEASE DE RESTRICAO Alul: a) Eucinostomus

FIGURA 7 — METAFASES SOMATICAS APOS TRATAMENTO COM AgNOs: (a)
Eucinostomus argenteus; (b) Diapterus rhombeus.
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FIGURA 8 — METAFASES APOS A COLORACAO COM CROMOMICINA A; E
LOCALIZACAO DOS GENES RIBOSSOMAIS 18S: Eucinostomus

argenteus (a, b); Diapterus rhombeus (c.,d).
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FIGURA 9 - LOCALIZACAO DOS GENES RIBOSSOMAIS 5S EM: a)
Eucinostomus argenteus E b) Diapterus rhombeus. METAFASES
PARCIAIS.
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4.2. BELONIDAE

As duas espécies do género Strongylura analisadas apresentaram 2n = 48
cromossomos (tabela 4 e 5). Strongylura timucu apresentou 10 cromossomos
metacéntricos (M), dois submetacéntricos (SM) e 36 cromossomos acrocéntricos
(A) (10M + 2SM + 36A), perfazendo um numero fundamental de 60 (NF = 60)
(figura 10). A outra espécie analisada, Strongylura marina, apresentou uma
constituicdo cariotipica de 2 pares de cromossomos Metacéntricos e 22 pares de
Acrocéntricos (4M + 44A; NF = 52) (figura 12). Ambas as espécies nao
apresentaram heteromorfismo cromossémico relacionado ao sexo.

Em Strongylura timucu as constrigdes secundarias estdo presentes no
braco curto do par de cromossomos submetacéntrico, par 6, € um heteromorfismo
da constricdo secundaria entre os homoélogos é detectado. Pela coloragdo com
nitrato de prata séo visualizadas, nesta espécie, RONs correspondentes as
constricbes secundarias (figuras 10). Quando submetido ao fluorocromo
cromomicina Az o local da constricdo secundaria apresentou-se fluorescente,
sendo evidenciado o heteromorfismo de tamanho, assim como vista em coloracéo
convencional e Ag-RON (figura 14C).

Em Strongylura marina as regiées organizadoras de nucléolo, através da
coloracdo Ag-RON, mostraram-se localizadas em um unico par de cromossomos
acrocéntricos, arranjados como o sexto do complemento (figuras 12 e 14B), e
coincidentes com as marcacgoes evidenciadas pela submissdo ao fluorocromo,
base especifico GC, cromomicina Az (figura 14D). Em ambas as técnicas acima
mencionadas foi detectado um heteromorfismo de tamanho.

Quando submetidos ao bandamento C, os cromossomos Acrocéntricos de
ambas as espécies apresentaram blocos pericentroméricos de heterocromatina
constitutiva. Em Strongylura timucu, os cromossomos Acrocéntricos e o0s
Metacéntricos apresentaram blocos C+ na regido pericentromérica, enquanto que
0s Submetacéntricos apresentaram heterocromatina proximal em ambos os
bracos (figura 11). Em Strongylura marina o primeiro par de Metacéntricos

apresentou-se praticamente inteiro heterocromatico, livrando apenas uma
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pequena porgao terminal, préxima a regidao telomérica do brago curto. O segundo
cromossomo Metacéntrico, assim como os outros cromossomos do complemento,
apresentaram blocos positivos na regido pericentromérica. Também foram
visualizados blocos heterocromaticos intersticiais (par 7) e teloméricos em outros
cromossomos do complemento (pares 4, 10 e 14). Os blocos heterocromaticos
observados no cromossomo 6 (figura 13) foram coincidentes com as RONs e
marcagdes CMAs+ (figura 13 e 14D).

O tratamento com a endonuclease de restrigdo Alul produziu marcagdes
semelhantes as bandas C em quase todos os cromossomos, em ambas as
espécies (figura 15).

A localizacdo dos genes ribossémais 18S, foi coincidente com a coloragao
com AgNOs; e com a técnica utilizando o fluorocromo base especifico CMAs3,
inclusive quanto ao heteromorfismo de tamanho visualizado em ambas as
espécies (figura 14E e 14F). Em Strongylura timucu os genes ribossémais 5S
ocuparam a regido intersticial de um par de cromossomos metacéntrico (figura
16).
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TABELA 4 — DADOS DAS ANALISES EM COLORACAO CONVENCIONAL EM
Strongylura timucu, NUMERO DE METAFASES ANALISADAS E
NUMERO MODAL.

Local de
50 49 48 47 46 <45 Total coleta

463M 2 6 94 7 1 2 112 Pontal do Sul
464M 0 2 103 5 4 5 119  Pontal do Sul
5407? 3 3 66 3 5 8 88 Pontal do Sul
1034M 0 1 19 1 0 0 21 Pontal do Sul
1035F 0 0 15 0 1 4 20 Pontal do Sul
1036F 0 0 20 2 2 1 25 Pontal do Sul
1037F 0 0 11 0 1 1 13 Pontal do Sul
1038M 0 0 16 0 1 1 18 Pontal do Sul
1039F 0 0 40 1 4 4 49 Pontal do Sul
1040F 0 0 42 1 1 5 49 Pontal do Sul
1199F 2 0 28 1 0 2 33 Laranjeiras
1200M 0 0 27 2 0 5 34 Laranjeiras
13712 0 0 0 0 0 0 0 Laranjeiras
1662F 0 0 19 2 0 7 28 Pontal do Sul
Total 7 12 500 25 20 45 609

TABELA 5 — DADOS DAS ANALISES EM COLORACAO CONVENCIONAL EM
Strongylura marina, NUMERO DE METAFASES ANALISADAS E
NUMERO MODAL.

Local de
50 49 48 47 46 <45 Total Coleta
1618M 0 0 22 1 1 3 27 Laranjeiras
1628F 0 0 7 1 0 2 10 Laranjeiras
Total 0 0 29 2 1 5 37
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FIGURA 10 — CARIOTIPO DE Strongylura timucu COM 2n = 48 CROMOSSOMOS
(10M + 2SM + 36A; NF = 60). EM DESTAQUE O PAR PORTADOR
DA REGIAO ORGANIZADORA DE NUCLEOLO APOS A
IMPREGNACAO POR NITRATO DE PRATA.
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FIGURA 11 — CARIOTIPO DE Strongylura timucu APOS BANDAMENTO C.
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FIGURA 12 — CARIOTIPO DE Strongylura marina COM 2n = 48 (4M + 44A; NF =
52). EM DESTAQUE O PAR PORTADOR DA REGIAO
ORGANIZADORA DE NUCLEOLO APOS A IMPREGNAGAO POR
NITRATO DE PRATA.
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FIGURA 13 — CARIOTIPO DE Strongylura marina APOS O BANDAMENTO C.
DESTAQUE PARA O CROMOSSOMO 1 DO COMPLEMENTO,
APRESENTANDO UM GRANDE BLOCO DE
HETEROCROMATINA CONSTITUTIVA.
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FIGURA 14 — METAFASES SOMATICAS APOS TRATAMENTO COM AgNOs,
CMA; e FISH (18S): Strongylura timucu (A, C e E); Strongylura

marina (B, D e F). AS SETAS INDICAM OS CROMOSSOMOS
NUCLEOLARES.
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FIGURA 15 — METAFASES MITOTICAS APOS O TRATAMENTO COM A
ENZIMA DE RESTRICAO Alul: Strongylura timucu (A);
Strongylura marina (B).
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FIGURA 16 — AS SETAS INDICAM A LOCALIZAQAO DE GENES RIBOSSOMAIS
58 EM Strongylura timucu, EM METAFASE PARCIAL.
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4.3. MUGILIDAE

A espécie Mugil curema, apresentou um cariétipo com 2n = 28
cromossomos, sendo 20 metacéntricos, 4 subtelocéntricos e 4 acrocéntricos (20M
+ 48T + 4A), perfazendo um NF = 52 (figura 17).

Um unico par de cromossomos portador de RONs péde ser identificado
apds a impregnacéao por nitrato de prata. Os sitios de DNAr estavam localizados
por toda a extensdo do brago curto do par 11 de cromossomos subtelocéntricos
(figuras 17 e 18). Com a aplicagéo de fluorocromos GC-especificos (cromomicina
Asz) também detectou-se um Unico par marcado, correspondente ao portador da
RON (figura 18B). A hibridizag&o fluorescente in situ (FISH) com a sonda DNAr
18S confirmou a marcacdo obtida pela Ag-RON, com sinais fluorescentes no
braco curto do par de cromossomos subtelocétricos (figura 18C).

O bandamento C revelou blocos heterocromaticos preferenciais sobre as
regides centroméricas em quase todos os cromossomos do complemento
cariotipico (figura 19A). Os resultados obtidos com o tratamento com a
endonuclease de restrigao Alul mostraram padroes que se assemelham a bandas
C (figura 19B).
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TABELA 5 — DADOS DAS ANALISES EM COLORACAO CONVENCIONAL EM
NUMERO DE METAFASES ANALISADAS E
NUMERO MODAL.

Mugil curema,

29 28 27 26 <25 Total Local de Coleta

56772 1 58 19 7 7 92 Pontal do Sul
568M 0 60 15 3 7 85 Pontal do Sul
580M 0 1 1 0 0 2 Pontal do Sul
1042F 0 19 0 1 2 22 Pontal do Sul
1043F 0 11 1 0 1 13 Pontal do Sul
1044M 0 4 1 0 2 7 Pontal do Sul
Total 1 153 37 11 19 221

FIGURA 17 — CARIOTIPO DE Mugil curema COM 2n = 28 CROMOSSOMOS
(20M + 4ST + 4A; NF = 52). EM DESTAQUE
PORTADORES DAS REGIOES ORGANIZADORAS DE
NUCLEOLO APOS A IMPREGNACAO POR NITRATO DE
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FIGURA 18 — METAFASES DE Mugil curema APOS COLORAGAO COM AgNOs;
(A), CROMOMICINA A; (B) E FISH COM SONDA DNAr 18S (C)
COM PRESENCA DE SINAIS POSITIVOS NO PAR 11,

PORTADOR DE RON:s.
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FIGURA 19 — CARIOTIPOS DE Mugil curema APOS BANDAMENTO C COM
PRESENCA DE HETEROCROMATINA AS REGIOES

CENTROMERJCAS (A), APOS O TRATAMENTO COM A ENZIMA
DE RESTRIGAO Alul (B).
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5. DISCUSSAO

O taxon Actinopterygii, que inclui os peixes de nadadeiras raiadas, é
considerado por muitos pesquisadores como um grupo monofilético, apresentando
um unico grupo ancestral. O género Cheirolepis é conhecido como o mais
primitivo actinopterygeo (NELSON, 1994), e este grupo extinto, bastante
abundante no Devoniano, pode ser o grupo irmao dos actinopterigeos atuais. A
citogenética destes animais é bem conhecida, quando comparada a outras
classes de peixes. A favor desta grande corrida sobre o conhecimento genético da
classe esta a grande abundancia destes animais sobre a superficie terrestre,
ocupando todos os ambientes, marinhos e dulciaguicolas, representando cerca de
23.681 espécies (NELSON, op. cit).

A maioria das informagdes cromossémicas sobre a nossa ictiofauna esté
concentrada nas ordens Characiformes e Siluriformes. Os Perciformes figuram em
terceiro lugar e parecem ser caracterizados por uma maior estabilidade
citogenética entre as espécies analisadas (OLIVEIRA; ALMEIDA-TOLEDO;
FORESTI, 2000), com 48 cromossomos acrocéntricos em aproximadamente 138
espécies de um total de 600 cariotipadas (AFFONSO, 2000). Esta caracteristica
marcante também é bastante difundida entre outros grupos de peixes marinhos.

O caridtipo com 2n = 48 cromossomos acrocéntricos € considerado por
alguns autores uma heranga dos primeiros vertebrados (OHNO; ATKIN, 1966;
ATKIN; OHNO, 1967; MURAMOTO; OHNO; ATKIN, 1968; OHNO, 1970; OHNO,
1974;). Apesar disso, BRUM (1996) e BRUM; GALETTI Jr (1997), propde que este
cariétipo seja uma sinapomorfia dos grupos Euteleostei e Clupeiformes,
conservada principalmente em suas espécies marinhas, onde o provavel ancestral
dos vertebrados inicialmente apresentava 60 cromossomos, incluindo
cromossomos metacéntricos, sofrendo uma reducdo no seu numero dipléide
devido a rearranjos cromossGmicos.

Os resultados obtidos no presente trabalho mostram cariétipos com 2n =
48, em Belonidae e Gerreidae, tendo a primeira familia apresentado uma maior

diversificagdo de formas cromossOmicas entre as espécies estudadas (S. timucu e
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S. marina), e 2n = 28 na familia Mugilidae. O numero dipl6ide de 48 cromossomos
de Strongylura timucu, S. marina, Eucinostomus argenteus e Diapterus rhombeus
€ similar ao da maioria das 117 espécies de peixes marinhos ja cariotipados da
costa brasileira (ver tabela 1), com cerca de 81 espécies apresentando um
complemento cromossémico com esse numero, das quais 48 com todos os

Cromossomos acrocéntricos.

Belonidae

Estudos visando entender relagcdes filogenéticas entre os géneros e
espécies dos Beloniformes demonstram a grande diversidade deste grupo, tanto
em termos ecoldgicos, morfolégicos como genéticos (GOULDING; CARVALHO,
1984; LOVEJQY, 2000; LOVEJOY; ARAUJO, 2000; LOVEJOY; COLLETTE,
2001).

Em relacdo a citogenética também néo é diferente. Estudos, dentro da
familia Belonidae, evidenciaram caridtipos com 48 cromossomos todos
acrocéntricos em Tylosurus leirus e T. strongylurus (RISHI, 1973; SRIVASTAVA,;
KAURA, 1964). RISHI e SINGH (1982) apresentaram o cari6tipo de uma espécie
do género Strongylura, S. strongylura, com complemento cromossémico dipldide
com 50 cromossomos e com complexidade cariotipica maior do que a observada
em Strongylura microps, outra espécie do género estudada por PASTORI et al.
(1998). Nesta dultima foi determinado um 2n = 50 cromossomos, todos
acrocéntricos (NF = 50). Estes dados junto com os do presente trabalho
comprovam a diversidade cariotipica caracteristica deste grupo, que pode ser
atribuida ao processo evolutivo sofrido por estes peixes, que ocupam ambientes
bem diversos. Férmulas cariotipicas nao concordantes, nos Belonidae,
provavelmente sejam devidas a ocorréncia de fusdes, fissées e inversdes, que
seriam responsaveis pelas variagdes estruturais e numéricas. Exatamente a
mesma hipdtese poderia ser utilizada em relagao ao caridtipo de Mugil curema.

O papel dos rearranjos cromossdémicos na especiagdo ndo é nenhuma

novidade, porém estd bem evidente em Strongylura timucu e S. marina, pois 0s
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cariotipos de ambas as espécies sédo bastante diferenciados. S. timucu apresenta
cinco pares de cromossomos de dois bragcos, enquanto que a outra apresenta
apenas dois pares. O mesmo numero cromossémico nas duas espécies sugere a
ocorréncia de inversdes pericéntricas no processo evolutivo do grupo, alterando

apenas o numero de bragos (NF).
Mugilidae

Os Mugiliformes apresentam grande similaridade morfolégica e meristica, com
grandes dificuldades para identificagdo das espécies. Este grupo constituido por
uma unica familia, Mugilidae, apresenta 281 espécies nominais, mas apenas entre
64 e 80 tem sido aceitas como validas (NELSON, 1994; THOMSON, 1997). Em
termos citogenéticos o género Mugil, apresenta também pequena diversificacao. A
maioria das espécies até o momento cariotipadas, apresenta um complemento
dipléide de 48 cromossomos acrocéntricos (NAYYAR, 1966; CATAUDELA;
CAPANNA, 1973; CHATTERJEE; MAJHI, 1973; CATAUDELLA; CIVITELLI,
CAPANNA, 1974; LEGRANDE; FITZSIMONS, 1976; PAULS; COUTINHO, 1990;
JORDAO et al., 1992; NIRCHIO et al. 2003). Mugil curema representa uma
excecao para o grupo. LEGRANDE e FITZSIMONS (op. cit.) também relataram 2n
= 28 cromossomos em Mugil curema do Golfo do México, o que reforgca o estado
apomoérfico do numero dipléide para essa espécie no contexto dos Mugilidae.
Nesta espécie ocorreram outros relatos onde o cariétipo era constituido de 24
cromossomos (22M + 2SM) (NIRCHIO; CEQUEA, 1998; NIRCHIO et al., 2003), de
espécimens coletados na costa da Venezuela. Em primeira vista esta variagao
sugere a presenca de uma variabilidade cromossdémica interpopulacional.
Contudo, NIRCHIO et al. (2004), propdem que esta variabilidade pode demonstrar
a existéncia de duas espécies distintas, pois além do numero dipldide, ambos os
citétipos se diferenciam ainda quanto a distribuicdo de heterocromatina e
localizagdo das RONs. Com relacédo a possibilidade de se tratar de duas espécies
distintas, foram mensuradas as caracteristicas meristicas e morfométricas de

ambas as populacdes (Brasil — presente trabalho — e Venezuela), as quais
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revelaram grandes diferencas. Portanto, NIRCHIO et al. (op. cit) acreditam que
ambos 0s cit6tipos ndo sejam apenas uma variagdo geografica politipica, mas sim
correspondem a duas diferentes espécies.

Essa diversificagdo cariotipica entre as espécies do grupo pode ser
atribuida a fusdes céntricas de elementos acrocéntricos de uma espécie que
primeiramente apresentaria um complemento cariotipico com 2n = 48
cromossomos preferencialmente acrocéntricos (NIRCHIO; CEQUEA, 1998;
NIRCHIO; GONZALES; PEREZ, 2001). Este ponto de vista é suportado pelo fato
de que um complemento dipldide constituido por 2n = 48 cromossomos € uma
condigdo compartilhada pelas espécies do género Mugil , e também pela opinido
de que um caridtipo ancestral (2n = 48A) tende a diminuir o numero de
cromossomos devido a fusdo de elementos acrocéntricos (OHNO, 1974; GOLD,
1979).

Porém, a falta de dados sobre técnicas de bandamento, inclusive aquelas
para diferenciacdo longitudinal dos cromossomos, nas outras espécies ja
cariotipadas, limitam a comparacao entre elas, e portanto a identificacdo dos
mecanismos de especiagdo deste grupo e das suas séries de transformagdes no

contexto filogenético.
Gerreidae

A ordem Perciformes, é a maior entre os Teledsteos e possui maior numero
de espécies cariotipadas, sendo que 48 familias, de um total de 148, ja possuem
no minimo uma espécie com caridtipo descrito (OHNO; WOLF; ATKIN, 1968;
CATAUDELLA; CAPANNA, 1973; CANO; THODE; ALVAREZ, 1981; ALVAREZ;
GARCIA; THODE, 1986; entre outros). Entre as espécies marinhas somente 118
espécies, de 440, foram cariotipadas, perfazendo 26,8% do total (BRUM,;
GALETTI Jr., 1997).

Em Perciformes, principalmente marinhos, pode-se observar uma grande
diversidade morfolégica especifica ndo acompanhada pela diversificagdo

cariotipica. Eles poderiam entdo ser incluidos nos casos de especiagdo com



60

auséncia de mudancas na macroestrutura cariotipica (IMAI, 1983). Segundo
MOLINA et al. (2002) e MOLINA e GALETTI (2004), a auséncia de diferenciactes
por grandes rearranjos € substituida por mudangas internas nos grupos de
ligagdo, aparentemente como forma efetiva de barreira pds-zigética que
caracteriza o processo de especiagao. As espécies de Perciformes cariotipadas
neste trabalho provavelmente demonstram esta situagao onde morfologicamente
elas podem ser distinguidas, porém a diferengca na morfologia cromossémica (2n
= 48A) é muito pequena.

Para BRUM (1995) e BRUM et al. (1995) cariétipos derivados deste
complemento basal, 48 cromossomos acrocéntricos, contendo cromossomos de
dois bracos e resultando em NF>48 tém sido achados em grupos de Perciformes
de agua doce, onde existe um grande numero de particbes do ambiente, e em
Perciformes marinhos com baixa vagilidade, ocorrendo em Aareas restritas
(BERTOLLO; TAKAHASHI; MOREIRA-FILHO, 1979; GALETTI; AGUILAR;
MOLINA, 1999; CIPRIANQO; CESTARI; FENOCCHIQO, 2002). No ambiente marinho
a conservacao cariotipica é relacionada com base na menor existéncia de
barreiras fisicas, alta mobilidade, elevado tamanho populacional € na maior
homogeneidade de condi¢ées ambientais (BRUM, op. cit.).

A familia Gerreidae apresenta 40 espécies no total, porém somente duas
tiveram o seu cariétipo analisado por PAULS; COUTINHO (1990), apresentando
cariotipo com 2n e NF iguais a 48. A auséncia de diferengcas aparentes na
macroestrutura cariotipica entre as espécies de Perciformes marinhos, reforca a
hipétese do alto grau de conservagéo do cariétipo deste grupo de peixes (2n = 48;
NF = 48) (GOMES; VAZZOLER; NGAN, 1983; PAULS; COUTINHO; PROCOPIO,
1991; BRUM et al., 1992; PAULS et al., 1995; AFONSO et al., 1998; AFONSO et
al,, 1999; MOLINA; LIMA, AFFONSQO, 2001; entre outros). Este nimero também é
bastante conservado em outras ordens deste grupo. Segundo BRUM e GALETTI
Jr. (1997), este fato deve-se a suas grandes populagdes e auséncia de barreiras
neste ambiente, como mencionado anteriormente. RUIZ-CARUS e URIBE-
ALCOCER (2004) também atribuem esta conservagao cariotipica em teledsteos a

varios parametros bioldgicos. Espécies generalistas, ou seja, que colonizam
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diversos habitats durante o seu ciclo de vida ou ambientes que apresentam uma
grande flutuagdo de fatores abidticos, apresentam uma menor variabilidade
genética do que aquelas que sédo especialistas. Os gerreideos por ocuparem
ambientes como estudrios e apresentarem seus primeiros estdgios de vida
pelagicos, dispersando-se a grandes distancias podem manter o fluxo génico entre
as suas populagdes e contribuir para a homogeneizagao cariotipica. MOLINA e
GALETTI (2004) comprovaram que em peixes, estudando diferentes espécies de
Perciformes da familia Pomacentridae, existe correlacdo entre a capacidade
dispersiva de suas larvas e as mudangas evolutivas no cariétipo. Menores escores
de tempo em relagédo ao estagio de vida larval apresentaram maiores mudangas

no complemento cariotipico destes animais.

Evoluc&o cariotipica

Numa visdo evolutiva, os cariétipos de Strongylura timucu e S. marina
podem ser considerados derivados, apresentando cariétipos mais complexos e
numero fundamental diferente de 48. Por outro lado, Eucinostomus argenteus e
Diapterus rhombeus apresentam cariétipo basal, onde o numero dipléide e o
fundamental sao iguais a 48, considerados primitivos entre os peixes por alguns
autores (OHNO e ATKIN, 1966; ATKIN e OHNO, 1967; MURAMOTO; OHNO;
ATKIN, 1968; OHNO, 1970; OHNO, 1974). A validacao desta hip6tese s6 poderia
ser aceita, uma vez que tenham ocorrido inversdes pericentroméricas,
principalmente nas duas primeiras espécies, aumentando o NF sem alterar o 2n
(DOUCETTE; FITZSIMONS, 1988). Porém, o grande tamanho dos cromossomos
metacéntricos e submetacéntricos, nestas espécies (S. timucu e S. marina), indica
que pode ter havido uma fusdo céntrica entre cromossomos acrocéntricos para a
formacao de elementos de dois bragos, como ocorrido, provavelmente em M.
curema. A condigdo, 2n = 48 e NF = 48, presente de forma predominante nas
espécies analisadas neste trabalho e os provaveis rearranjos ocorridos durante a
sua histdria evolutiva, a sustenta como sinapomorfia compartilhada entre

Clupeomorpha e Euteleostei, segundo BRUM (1996).
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Heterocromatina e Enzima de restricdo Alul

Quanto a microestrutura cariotipica, nas espécies estudadas, as bandas C
mostram um padrao bem resolutivo. Em Strongylura timucu sdo destacadas
bandas heterocromaticas na regido pericentromérica de cromossomos
metacéntricos e acrocéntricos e proximal no par submetacéntrico. S. marina
apresentou blocos pericentroméricos em todos o0s cromossomos exceto no
primeiro do complemento que mostrou-se praticamente todo heterocromatico.
Estes dados diferem daqueles da literatura, uma vez que a maioria das espécies
de peixes marinhos estudados apresenta marcagdes banda C geralmente fracas e
somente em regides pericentroméricas dos cromossomos do complemento (SOLA
et al, 1992; AGUILAR; GALETTI Jr., 1997; CORREA; GALETTI Jr, 1997;
CAPUTO et al., 2001; DA SILVA CORTINHAS et al., 2003; MOLINA; GALETTI,
2004; entre outros), como ocorre em Mugil curema, Eucinostomus argenteus e
Diapterus rhombeus, no presente estudo.

O padrao de heterocromatina encontrada em gerreideos e mugilideos apos
o bandamento C pode ser correlacionado a ancestralidade do grupo de peixes.
Pequenos blocos de heterocromatina restritos as regides pericentroméricas é um
padrdao de distribuicdo extremamente difundido entre os peixes, mamiferos e
insetos (IMAI, 1991). No primeiro grupo, tem-se achado em varias espécies entre
os Teleostei (VITTURI; CATALANO; LAFARGUE, 1991; MORESCALCHI et al.,
1992; CAPUTO; MARCHEGIANI; OLMO, 1996; CAPUTO et al., 1997; entre
outros). Segundo MOLINA e GALETTI (2004) o pequeno conteudo de
heterocromatina encontrado em muitos grupos, principalmente em Perciformes
tem uma pequena influéncia no processo de diferenciagdo cariotipica. Por outro
lado, o acumulo de heterocromatina ou heterocromatizacdo desempenharia um
papel importante e modificador da constituicdo cariotipica das espécies. Para
CAPUTO et al. (2001) a tendéncia de amplificagdo de DNA satélite contido em
heterocromatina pode representar um pré-requisito importante para ocorrer

mudancgas funcionais e estruturais no complemento cromossémico.
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MARGARIDO e GALETTI Jr (1999) demonstraram em espécies dos
géneros Brycon e Salminus, a importancia da heterocromatina no processo de
diferenciacdo cariotipica, ocorrida entre os Characidae. A heterocromatina
aparece neste processo como facilitador de fusdes entre elementos translocados
(CAPUTO et al., 2001).

Em peixes neotropicais, principalmente em espécies de agua doce, onde se
tem visualizado mais freqlientemente a presenca de sistemas cromossdmicos
sexuais, é observada a fungdo da heterocromatina na diversificagdo cariotipica.
Uma das hipdteses provaveis de como se tem dado a origem e desenvolvimento
de cromossomos sexuais, coloca a heterocromatizagdo como um processo inicial
(SING; PURDOM; JONES, 1980; MOREIRA-FILHO; BERTOLLO; GALETTI Jr,
1993). Ao final deste processo, a heterocromatina pode representar uma forma
efetiva de isolamento meidtico entre cromossomos, primeiramente homdlogos, por
supressao de recombinagao.

No presente estudo podemos observar uma maior diversificacdo cariotipica
entre os Belonidae. Nas duas espécies do grupo foi visualizada uma grande
quantidade de heterocromatina distribuida em regides centroméricas,
pericentroméricas e intersticiais, ocupando, em S. Marina, no primeiro par de
cromossomos cerca de % banda C+. As espécies dulciaquicolas, Strongylura
microps e Potamorrhaphis cf. eigenmanni (PASTORI et al, 1998), também
verifica-se um padrdo de heterocromatina bem rico, com blocos pericentroméricos
e centroméricos e um par cromossémico inteiramente heterocromatico. Apresenca
de grandes blocos de heterocromatina presentes em ambos os bracos de grandes
cromossomos, reforga a hipétese que a origem destes cromossomos pode ser um
resultado de fusédo céntrica entre acrocéntricos. Este rearranjo pode ser favorecido
pela presenca de grandes quantidades de heterocromatina centromérica e
pericentromérica, e parece contribuir para determinar modificagdes sobre a
estrutura cariotipica (BRUM et al., 2001).

As observacgdes demonstram também a grande diversidade neste grupo
frente a distribuicao de heterocromatina, que apresenta uma importante funcao na
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diversificagdo cariotipica se mostrando, assim, coerente com a grande
variabilidade do cariétipo encontrada entre as espécies deste grupo de peixes.

O tratamento com a endonuclease de restrigdo Alul produziu marcagdes
semelhantes as bandas C em quase todos os cromossomos do complemento, das
espécies analisadas. Marcacbes mais fracas foram observadas nas espécies
Eucinostomus argenteus e Diapterus rhombeus. A auséncia ou o padrdo de
coloragcao mais fraco em alguns cromossomos, refere-se a extragao diferencial do
DNA promovida pela Alul. A ndo acessibilidade da enzima em certas regides onde
se situavam blocos C+ e a sua acessibilidade em outras regides C+, demonstra a
heterogeneidade apresentada pela heterocromatina das espécies estudadas.
Portanto é possivel afirmar que espécies como Strongylura timucu e S. marina

apresentem pelo menos duas classes de heterocromatina distintas.

Regibes organizadoras de nucléolo

Entre 231 espécies descritas em relagdo ao numero e localizagdo das
Regides Organizadoras de Nucléolos cerca de 146, ou seja, 71% apresentam
RONSs simples (OLIVEIRA; ALMEIDA-TOLEDQO; FORESTI, 2000). Segundo BRUM
(1996), entre peixes marinhos esta freqliéncia aumenta, com excegao da espécie
Diplectrum formosum que apresentou RONs em até quatro cromossomos
(AGUILAR, 1993; AGUILAR; GALETTI Jr., 1997). A maior freqiéncia de RONs
simples em peixes, esta de acordo com a posi¢do basal dos mesmos dentro do
grupo dos vertebrados, visto que para mamiferos considera-se este carater
primitivo (HSU et al.,1975 apud WASKO, 1996).

As marcacdes evidenciando as RONs apresentaram-se simples com
apenas um par de cromossomos marcados pela prata em todas as espécies aqui
analisadas. Strongylura timucu apresentou as RONs na regido distal do brago
curto do par 6, sendo coincidentes com as constricbes secundarias e
apresentando grande heteromorfismo de tamanho (figura 10 e 14A, C e E).
Strongylura marina apresentou as RONs na regido proximal do brago curto do par

de cromossomos numero 6, acrocéntrico. As regides organizadoras de nucléolo
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nesta espécie também mostraram-se heteromérficas. Mugil curema, assim como
Eucinostomus argenteus e Diapterus rhombeus, apresentaram as RONs
ocupando por inteiro os bragos curtos de um de par de cromossomos. Em E.
argenteus e D. rhombeus nao foram identificados os pares cromossémicos, pois,
nestas duas espécies o pareamento € discutivel, pelo decréscimo sutil do tamanho
entre 0s Cromossomos.

A associagao e a adjacéncia ocorrida entre os blocos heterocromaticos e RONs
em S. marina e S. timucu é freqlientemente observada em peixes (SOLA; NATILI;
CATAUDELLA, 1988; PENDAS et al., 1993; PENDAS et al., 1994; AFONSO et. al,,
1999, entre outros), assim como o complemento cariotipico apresentando um unico
par de cromossomos portador das regides organizadoras de nucléolo (FORESTI et
al., 1981) Quanto a posicdo, as marcacoées de RONs, nas espécies marinhas ja
estudadas, variam desde préximas ao centrdmero a teloméricas (BRUM, 1996).

As espécies Strongylura timucu e S. marina apresentaram as regides
organizadoras de nucléolo adjacentes a grandes blocos heterocromaticos e
coincidentes com blocos de heterocromatina, respectivamente. Ambas as situacoes
tem sido bastante mostradas, e parecem ser uma caracteristica bem comum entre
os peixes (FORESTI; ALMEIDA TOLEDOQO; TOLEDO, 1981; GALETTI Jr; CESAR,;
VENERE, 1991; WASKO; GALETTI Jr, 2000; FERRO et al, 2001; VICARI;
ARTONI; BERTOLLO, 2004; entre outros). A utilizacdo de ambas as técnicas,
bandamento C e impregnagao por nitrato de prata, mostram a intima associagéao
ocorrida entre blocos C+ e RONs. Portanto, em S. marina a associagao indica a

presenca de heterocromatina adjacente a cistrons ribossomais.

Fluorocromo CG base especifico (CMAs) e FISH (18S e 5S)

A cromomicina As; € um fluorocromo base especifico com grande afinidade a
regides ricas em bases GC e pode trazer informagdes importantes sobre a
composig¢ao da heterocromatina (SOUZA; MOREIRA-FILHO; GALETTI Jr, 1996) e
localizar RONs ativas ou inativas, principalmente, em peixes e anfibios (PHILLIPS;
HARTLEY, 1988; SCHMID; GUTTENBACH, 1988). Em todas as espécies
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analisadas, no presente trabalho, foram visualizadas marcacdes fluorescentes,
coincidentes com as RONSs, ou seja, somente dois sitios ridos em bases GC foram
detectados pela CMAs; no complemento de Strongylura timucu, S. marina,
Eucinostomus argenteus, Diapterus rhombeus e Mugil curema. Estes resultados
sao similares com o encontrado em muitas outras espécies de peixes submetidas a
esta técnica (SCHIMD; GUTTENBACH, op. cit; PHILLIPS; PLEYTE; IHSSEN,
1989; SOLA et al., 1992; GALETTI Jr et al., 1995; FERRO et al., 2001; DA SILVA
CORTINHAS et al., 2003; entre outras). A cromomicina Az, em peixes tem revelado
uma afinidade com as regides organizadoras de nucléolo, uma vez que a
associagcdo de heterocromatina rica em bases GC e genes ribossomais €
considerada comum em teleésteos (AMEMIYA; GOLD, 1986). Em S. marina € bem
evidente esta associacao, as marcagdes Ag-RONs foram coincidentes com blocos
C+. Porém a analise do numero e localizacdo das RONs, com esta técnica nao é
muito confiavel, uma vez que a CMA; pode revelar outras regides ricas em GC néo
coincidentes com elas (ARTONI et al., 1999).

A localizagdo das RONs tem sido confirmadas por hibridagdes in situ isotépicas
e nao-isotopicas de sondas de RNAr e DNAr em varios vertebrados e mais
recentemente em peixes neotropicais (MARTINS; GALETTI Jr., 1998; WASKO;
GALETTI Jr, 2000; FERRO et al.,2001; DA SILVA CORTINHAS et al., 2003; entre
outros).

Em organismos eucariéticos os cistrons ribossomais sdo organizados em duas
familias de genes altamente repetitivos € que ocorrem em clusters repetidos em
tandem. A maior delas compreende o DNAr 45S que codifica os RNAr 285, 5,8S e
18S e ¢é facilmente identificado nos cromossomos por meio da coloragao de nitrato
de prata (AgNQOs). A segunda e menor familia contem o DNAr 5S, somente
visualizado por técnicas mais especificas, como hibridizacao in situ (DEIANA et al.,
2000; WASKO; GALETTI Jr, 2000; FERRO et al., 2001)

Em Strongylura timucu, S. marina, Eucinostomus argenteus, Diapterus
rhombeus e Mugil curema foram visualizados blocos fluorescentes, quando
aplicado o FISH com sondas 18S, coincidentes as com marcagdes obtidas pela

impregnacao por nitrato de prata e pelo tratamento com CMA3;, como tem sido
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relatado nos peixes em geral. Como é conhecido, a impregnacdo por AgNQOs;,
evidencia somente RONs ativas na interfase anterior (HSU et al., 1975). Portanto, a
associacdo de marcagdes em cromossomos submetidos a técnica de coloragao
pela prata com os dados obtidos com a hibridizagdo com sondas 18S sugere que
nas espécies analisadas neste trabalho, apesar da pequena quantidade todos
sitios ribossomais se encontram sempre ativos.

Além das informagdes sobre a composigcdo da heterocromatina e regides
espacadoras de cistrons ribossomais, localizacdo e numero de RONSs, o tratamento
com CMA3; e a técnica de FISH com sondas de DNAr 18S, foi possivel confirmar
um heteromorfismo de tamanho visualizado mediante outras técnicas em S. timucu
e em S. marina. Variagdes no tamanho das RONs entre cromossomos homdélogos
sdo comuns em muitos vertebrados (FORESTI; ALMEIDA-TOLEDO; TOLEDO,
1981; SOLA et al., 1992; DA SILVA CORTINHAS et al., 2003). Segundo WASKO;
GALETTI Jr (2000) e CAPUTO et al. (2001), o polimorfismo de tamanho das RONs
pode ser devido a amplificagdo em tandem ou permuta desigual, promovendo
duplicagdes e delecdes regionais.

A hibridizagéo in situ com sonda DNAr 5S mostrou resultados em trés espécies
aqui estudadas, Strongylura timucu, Eucinostomus argenteus e Diapterus
rhombeus. Nestas espécies foram visualizados blocos em um Unico par de
cromossomos em regiao intersticial, ndo coincidentes com os inais de DNAr 18S.
Segundo FERRO et al. (2001), sitios de DNAr 5S tem sido identificado em varios
organismos, porém existe pouco conhecimento sobre sua organizagéo no cariotipo
de peixes, especialmente Neotropicais. A conformagdo encontrada no presente
trabalho € semelhante ao da maioria das espécies ja submetidas a hibridizacao de
sondas de DNAr 5S.

A falta de sinais de hibridagdo nas outras duas espécies ndo se trata da
auséncia destes sitios de DNAr em seu genoma. Sao conhecidos casos de regides
de DNAr 5S extremamente reduzidas que dificiilmente sdo localizadas. Portanto,
estudos subsequentes seriam apropriados para confirmar a presenca desses loci

do DNAr menor nessas espécies.
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6. CONCLUSOES

1. Todas as espécies estudadas no presente trabalho, com exceg¢édo de Mugil
curema (2n = 28), apresentaram um numero dipléide de 48 cromossomos e

auséncia de cromossomos sexuais;

2. A maior parte das alteragdes cariotipicas estao restritas a modificagdes do
namero fundamental, indicando uma forte tendéncia a manutencdao do

numero dipléide (2n = 48);

3. A heterocromatina apresentou-se distribuida principalmente nas regides
pericentroméricas e teloméricas em todas as espécies estudadas com
destaque Strongylura timucu o par SM apresentou um grande bloco
heterocromatico proximal e Strongylura marina apresentou o primeiro par

do complemento quase inteiramente heterocromatico;

4. A aplicagado da enzima de restricdo Alul reproduziu marcagdes similares as
bandas C em quase todos os cromossomos das espécies aqui estudadas.
Em Strongylura timucu e S. marina foi possivel a identificagdo de
heterogeneidade de heterocromatina, em relacao a resposta ao tratamento

com endonuclease;

5. As RONs se mostraram conservadas em numero em todas as espécies
com apenas um unico par portador. Em Strongylura marina e S. timucu foi
detectado um hetemorfismo de tamanho nestas regides no par de
cromossomos homologos. Ainda em Strongylura marina as RONSs,
presentes no par cromossémico numero seis, acrocéntrico, foram

coincidentes com blocos heterocromaticos;
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6. A utilizagdo do fluorocromo cromomicina A; (base especifico GC) mostrou
a associacdo de regides ricas em GC com cistrons ribossomais. Em
Strongylura marina a associagdo de heterocromatina, Ag-RONs e blocos
CMAs+, evidencia a constituicdo de blocos heterocromaticos ricos em
bases GC;

7. Em todas as espécies, a analise com hibridizacdo in situ com sondas de
DNAr 18S evidenciaram sempre um par de cromossomos coincidentes com
os revelados pelas técnicas de impregnacao por nitrato de prata e CMAs;.
Em Strongylura timucu e Strongylura marina foi confirmado o
heteromorfismo de tamanho dessas regides indicando sua natureza

estrutural;

8. A localizagdo de genes RNAr 5S, foi possivel apenas em Eucinostomus
argenteus, Diapterus rhombeus e Strongylura timucu, apresentando um
unico par de cromossomos marcados, n&o correspondentes aos

cromossomos portadores dos genes 18S;

9. Numa visdo evolutiva, os cariétipos de Strongylura timucu, S. marina e
Mugil curema podem ser considerados derivados, apresentando cariétipos
mais complexos, devido a fusGes céntricas e inversdes pericéntricas
ocorridas na evolugdo do grupo. Eucinostomus argenteus e Diapterus
rhombeus apresentam cariétipo basal, onde o numero dipléide e o
fundamental sao iguais a 48, conservados na maioria dos Perciformes,
provavelmente, favorecidos pelas suas estruturas populacionais e formas

de dispersao.
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