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RESUMO 

A família eharacidae representa o maior grupo de peixes de água doce da 
América do Sul. O gênero Astyanax, pertencente a referida família, 
representa um táxon bem complexo, com numerosas formas, muitas delas 
bastante similares. Dados cariotípicos também mostram um alto grau de 
complexidade em algumas espécies deste gênero. Foram analisados duas 
populações de Astyanax sp. e provenientes do Alto Rio Iguaçu. Os 
indivíduos das duas populações são similares com relação ao número 
cromossômico (2n=50) e à coloração convencional (2 pares de 
metacêntricos, 13 de submetacêntricos, 4 de subtelocêntricos e 8 de 
acrocêntricos), entretanto são evidenciadas diferenças entre os padrões de 
RON, Banda e, eMA3 e de AluI entre as populações. A outra espécie 
estudada foi Astyanax sp. D, sendo que os indivíduos analisados 
apresentaram um número diplóide modal de 50 cromossomos. Dentre os 
animais estudados, um indivíduo apresentou 75 cromossomos (triplóide). O 
cariótipo destes animais apresentou 2 pares de cromossomos metacêntricos, 
12 de submetacêntricos, 3 de subtelocêntricos, 8 de acrocêntricos. Através 
da técnica de impregnação pelo nitrato de prata foi evidenciada uma 
variabilidade, tanto inter quanto intraindividual, em relação a quantidade e 
a localização das RONs ativas. A heterocromatina revelada, através da 
técnica da banda e, mostrou-se distribuída, principalmente, nas regiões 
teloméricas de todos os cromossomos subtelocêntricos, e em grande parte 
dos cromossomos acrocêntricos. Os blocos e positivos encontrados 
demonstraram uma variação interindividual com relação ao número e 
localização das marcas, evidenciando ser este um caráter polimórfico. Em 
alguns pares de cromossomos acrocêntricos foram identificados blocos e+ 
interstlclals, os quais provavelmente são resultado de inversões 
paracêntricas. As regiões AgN0 3 + também se mostraram heterocromáticas. 
A enzima de restrição AluI e a Cromomicina A3 apresentaram um resultado 
parecido com o da Banda e. Comparando os dados deste trabalho com 
Astyanax sp. C, observa-se uma grande diferença na quantidade e 
localização da heterocromatina. Em vista dos resultados obtidos, pode-se 
dizer que os dados cariotípicos são uma ferramenta importante na 
discriminação de espeCles taxonomicamente problemáticas como os 
Astyanax pertencentes à Bacia do Rio Iguaçu. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. ASPECTOS GERAIS DA FAMÍLIA CHARACIDAE 

A família Characidae quando comparada com as demais famílias da ordem 

Characiformes é a maior e a mais complexa, nela se incluem peixes de hábitos 

alimentares muito diversificados (herbívoros, onívoros, carnívoros) e que 

exploram uma grande variedade de habitats (BRITSKI; SATO; ROSA, 1988). 

Segundo NELSON (1994), esta família possui cerca de 170 gêneros e mais de 

885 espécies. 

Os peixes da família Characidae, geralmente apresentam uma nadadeira 

caudal adiposa, são bons nadadores e incluem a maioria dos peixes de 

escamas muito conhecidos pelos brasileiros, como lambaris, piracanjubas, 

piranhas, pacus, peixe-cachorro, dourado, entre outros. Estes variam de 

tamanho desde 2 cm, como os pequiras, até mais de um metro, como o 

dourado (BRITSKI, 1972). 

Segundo WEITZMAN e FINK (1983), a referida família é um vasto grupo 

de peixes completamente heterogêneo e aparentemente polifilético. Os 

estudos citogenéticos na família Characidae tiveram seu início com POST 

(1965), que relatou os números cromossômicos para várias espécies. 

FALCÃO (1988) relacionou 135 espécies cujos· números haplóides e/ou 

diplóides já eram conhecidos, evidenciando uma extensa variabilidade 

cromossômica compreendida entre 2n=28 para Hemigrammus (SCHEEL,1973) 

e 2n=64 para Serrasalmus holandi (MURAMOTO; OHNO; ATKIN, 1968). A 

maioria das espécies, no entanto, mostra um valor compreendido entre 2n=48 

e 54 cromossomos (OLIVEIRA et aI., 1988). Os Characidae apresentam uma 

variabilidade de número e forma cariotípica tanto entre espécies de um mesmo 

gênero (MORELLI et aI., 1983 ; FALCÃO et aI., 1984), como entre populações 

da mesma espécie (MOREIRA-FILHO; BERTOLLO, 1991). Apesar da 

diversidade cariotípica desta família, ela apresenta uma característica 

citotaxonômica importante que, em geral, tem se mantido constante na maior 

parte das espécies estudadas até o momento, ou seja, o primeiro par de 
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cromossomos é um metacêntrico grande que se destaca dos outros 

metacêntricos (SCHEEL, 1973; MORELLI et aI., 1983). 

A família Characidae apresenta não apenas diversidade quanto ao número 

total de cromossomos, mas apresenta também diversidade com relação ao 

número de cromossomos envolvidos com as regiões organizadoras de 

nucléolos e grande variedade nos padrões de heterocromatina constitutiva, 

constituindo-se estas cáracterísticas em importantes marcadores genéticos em 

algumas espécies (DANIEL-SILVA, 1996). 

Estudos citogenéticos tem demonstrado que algumas subfamílias de 

Characidae apresentam um cariótipo com tendências evolutivas conservativas 

em termos de macro estrutura, como é o caso, por exemplo das subfamílias 

Salmininae (MARCO, 1986) e Bryconinae (VASCON et aI., 1984). Entretanto, 

outras subfamílias tem demonstrado grande diversidade cromossômica junto a 

consideráveis problemas taxonômicos, como nas subfamílias Serrasalminae 

(AREF JEV, 1990a; CEST ARI; GALETTI Jr., 1992), Cheirodontinae 

(AREFJEV, 1990b; WASKO; GALETTI Jr., 1994) e Tetragonoptarinae 

(PORTELA; GALETTI Jr.; BERTOLLO, 1988). 

A subfamília Tetragonopterinae é representada por um grande número 

de espécies distribuídas ao longo da América do Sul e da América Central, e 

compreende gêneros pobremente definidos morfologicamente, provavelmente 

não sendo um grupo monofilético (PORTELA; GALETTI Jr.; BERTOLLO, 

1988). Por esta razão, acredita-se que estudos citogenéticos mais 

aprofundados possam auxiliar de maneira importante numa melhor definição 

das relações taxonômicas e evolutivas deste grupo. 

O gênero Astyanax (Tetragonopterinae) têm recebido atenção especial 

por parte de alguns pesquisadores devido às suas características biológicas e 

cito genéticas, existindo casos onde diferentes populações de uma mesma 

espécie tem mostrado diferenças morfológica e citogenéticas entre si. O 

referido gênero mostra ampla variabilidade cariotípica, sendo observados 

desde 2n=36 em A. schubarti (MORELLI et aI., 1983), até 2n=50 em outras 

espécies do gênero (SOUZA; MOREIRA-FILHO, 1995). Variações no número 

diplóide também foram detectadas para uma mesma espécie de Astyanax, 
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como é o caso de A. fasciatus (MORELLI et aI., 1983; JUSTI, 1993) e A. 

scabripinnis (MOREIRA-FILHO, 1989) 

A posição taxonômica da família Characidae, segundo FINK e FINK 

(1981), é a seguinte: 

CLASSE - Osteichthyes 

SUBCLASSE - Actinopterigii 

INFRACLASSE - Teleostei 

SUPERORDEM - Osthariophysi 

SÉRIE - Otophysi 

SUBSÉRIE - Characiphysi 

ORDEM - Characiformes 

FAMÍLIA - Characidae 
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1.2. ICTIOFAUNA DO 'RIO IGUAÇU 

Devido ao surgimento das Cataratas do Iguaçu, ocorrido a 

aproximadamente 22 milhões de anos (período Oligo-Mioceno), as populações 

de peixes da bacia do Iguaçu foram isoladas das do rio Paraná por estas 

quedas, que representam 70 metros de desnível (MDK/CENCO, 1987). Tal 

fato favoreceu um processo de especiação, que seria responsável pelo 

considerável grau de endemismo apresentado por sua ictiofauna. 

O Iguaçu sempre foi considerado um rio pobre em peixes, conforme 

ressaltado por GOODLAND (1975) e GODOY (1979), os quais atribuem esta 

pobreza à topografia do rio, com suas quedas e corredeiras, que 

impossibilitariam a subida de peixes e a realização de migrações extensas. 

HASEMAN (1911) (apud SEVERI; CORDEIRO, 1994) estimou a 

ictiofauna da bacia do Iguaçu em 25 espécies, tendo descrito 11 das mesmas. 

Outros autores elevaram posteriormente para 35 o número de espécies, sendo 

19 endêmicas e 2 exóticas. GODOY (1987), apresenta uma relação de 34 

espécies e subspécies para a região catarinense da bacia do Iguaçu, baseado 

pelo conhecimento disponível até 1983. O conhecimento atual da ictiofauna 

da bacia do rio Iguaçu indica que a mesma seria composta pelo menos por 47 

espécies, distribuídas em 35 gêneros e 15 famílias. Destas, 33 espécies (70%) 

e dois gêneros (6%) são endêmicos, 11 (23%) são comuns a outras bacias e 3 

(6%) são exóticas (SEVERI; CORDEIRO, 1994). 

Estudos taxonômicos feitos por SAMPAIO (1998), mostram que existem 

pelo menos 7 espécies do gênero Astyanax no rio Iguaçu, das quais apenas 

uma está nominada (Astyanax gymnogenys=sp A). As outras receberam a 

denominação de Astyanax sp. B; C, D , E e F. 
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1.3. CITOGENÉTICA DOS PEIXES DO RIO IGUAÇU 

o no Iguaçu, com sua fauna endêmica, mostra sérios problemas 

taxonômicos em relação a Astyanax (SAMPAIO, 1988; SEVERI; CORDEIRO, 

1994) e Trichomycterus (AGOSTINHO; GOMES, 1997). As espécies do 

gênero Astyanax, estudadas citogeneticamente apenas com coloração 

convencional Giemsa, mostraram 2n=50 cromossomos (FAUAZ; CESTARI; 

MOREIRA-FILHO , 1990; DALABONA; CEST ARI, 1995; BARROS et 

aI., 1995; CENCI et aI., 1998; ROBAIN A; CEST ARI, 1998), embora chegue a 

apresentar em alguns casos 2n=51 (devido a ocorrência de um cromossomo 

supranumerário) e diversos polimorfismos em sua fórmula cariotípica 

(ROBAINA; CESTARI, op. cito ; SILVA; JULIO Jr., 1988), ressaltando a 

necessidade e interesse de se estudar estes peixes. Quanto às espécies de 

Trichomycterus os seus cariótipos apresentam 2n=54 cromossomos, sendo que 

também foi encontrado um caso de triploidia natural com 3n=81 (BORIN; 

MARTINS-SANTOS, 1998). BORIN e MARTINS-SANTOS (2000) relataram 

uma variação intra-individual em Trichomycterus davisi, encontrando uma 

variação do número diplóde de 54 a 56 cromossomos. Outras espécies 

endêmicas estudadas até o momento, foram: Oligosarcus longirostris com 

2n=50 (CESTARI, 1996); Rhamdia branneri, R. voulezi e Rhamdia sp 

(Pimelodidae) apresentando 2n=58 e cromossomos Bs (ABUCARMA, 1998; 

ABUCARMA; MARTINS-SANTOS, 1998) e Ancistrus sp1 (LARA; JULIO Jr, 

1998). Outras espécies, entre elas algumas que são consideradas introduzidas, 

também estão sendo estudadas, como é o caso de Hoplias malabaricus que 

apresenta 2n=42 cromossomos (CEST ARI, 1996; LEMOS; CEST ARI, 1999), 

Geophagus brasiliensis e Cichlassoma facetum ambos com 2n=48 

cromossomos (QUIJADA; CEST ARI, 1999). 

Os primeiros dados citogenéticos para Astyanax sp. foram obtidos por 

FAUAZ, CEST ARI e MOREIRA-FILHO (1990), mostrando uma fórmula 

cromossômica composta por 3 pares de metacêntricos (M), 15 de submeta­

subtelocêntricos (SM-ST) e 7 acrocêntricos (A), além de múltiplas RONs. 

Mais tarde, DALABONA e CESTARI (1995), relataram dados sobre Astyanax 

sp. C e sp. E, que apresentaram 2n=50 cromossomos, sendo 3 pares de M, 14 
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de SM-ST e 8 de A. O primeiro M apresentou-se destacadamente maior que o 

restante do conjunto e não foi evidenciada diferença cromossômica entre os 

sexos. KANTEK, FENOCCHIO e CEST ARI (2001), detectaram em Astyanax 

sp. C um número diplóide de 2n=50, porém com uma fórmula cariotípica 

diferente. Já em Astyanax sp. B (DALABONA; CESTARI, 1995), foram 

encontradas duas formas cariotípicas distintas, uma apresentando 3 pares de 

cromossomos M, 14 de SM-ST e 8 de A, e a outra, com 3 pares de M, 16 de 

SM-ST e 6 de A, ocorrendo simpatricamente. Em ambos os casos o número 

diplóide modal não mudou (2n=50) o que se alterou foi o NF, que apresentou 

uma fórmula com NF=84 e outra com NF=88. Dados do mesmo trabalho 

(DALABONA; CESTARI, 1995) demonstraram a existência de RONs apenas 

em um par cromossômico em Astyanax sp. C e A. sp. E. Já em Astyanax sp. B 

foi constatada a existência de RON s múltliplas, variando de 2 a 5 

cromossomos. 

SAMPAIO (1988), ao analisar morfologicamente a espécie Astyanax sp. 

D do alto rio Iguaçu a considerou próxima de Astyanax scabripinnis, a qual 

representa um ótimo modelo para estudos de evolução cromossômica devido a 

variabilidade cariotípica e morfológica observada em algumas populações 

(MOREIRA-FILHO; BERTOLLO, 1991) . 
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1.4. APLICAÇÃO DE FLUOROCROMOS BASE-ESPECÍFICOS E 

ENZIMAS DE RESTRIÇÃO. 

Acitogenética de peixes tem realizado estudos, principalmente, através 

de técnicas convencionais, como Giemsa, banda-C e Ag-RON. Muitas destas 

informações vem sendo interpretadas com um enfoque evolutivo, 

representando uma boa ferramenta para a sistemática e evolução de diversos 

grupos de peixes (SOUZA, 1996). Recentemente, métodos mais apurados 

como corantes fluorescentes (MA YR; KALAT; RÀB, 1990), enzimas de 

restrição (ERs)(SÁNCHES et aI., 1991; HARTLEY, 1991; MAISTRO, 1996; 

SWARÇA; CAETANO; DIAS, 1999) e hibridação in situ (PENDÁS; MORÁN; 

GARCIA-V ASQUEZ, 1994; GALETTI Jr. et aI., 1995) tem fornecido 

contribuições importantes para o entendimento da composição e estrutura dos 

cromossomos. 

Os fluorocromos base-específicos podem ser agrupados em duas 

categorias: (1) aqueles que coram regiões ricas em GC como a cromomicina 

A3 (CMA3) e a mitramicina (MM), e (2) os corantes AT -específicos como 

quinacrina, DAPI e Hoechst 33258 (VERMA; BABU, 1995). 

Em pequenos vertebrados, especialmente peixes e anfíbios, o uso de 

fluorocromos tem possibilitado a revelação de diferenças qualitativas 

heterocromáticas entre os cromossomos de um mesmo complemento, como por 

exemplo os peixes Astyanax scabripinnis (SOUZA; MOREIRA-FILHO; 

GALETTI Jr, 1996), Hypostomus (ARTONI; BERTOLLO, 1999), algumas 

espécies de Leporinus (MOLINA; SCHMID; GALETTI Jr., 1998) e para 

espécies de anfíbios do gênero Pleurodema (SCHMID, 1993). 

Ainda em relação aos pequenos vertebrados, vários trabalhos mostram 

que existe uma relação entre Ag-RON e bandas fluorescentes produzidas por 

corantes GC-específicos (SCHMID, 1982; MAYR; RÀB; KALAT, .. 1985; 

AMENIYA; GOLD, 1986; RÀB; MAYR, 1987; SCHMID; GUTTENBACH, 

1988; GALETTI Jr.; RASCH, 1993). Entretanto, alguns segmentos 

heterocromáticos, que não são relacionados com a RON, podem ser MM 

positivos ou DAPI positivos (ARTONI; BERTOLLO, op. cit.). 
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As enzimas de restrição, produzem geralmente em mamíferos padrões 

de bandas similares a bandas C e bandas G. Por exemplo, AluI, MboI, RsaI e 

MpsI reproduzem bandas C, enquanto que HaeIII produz banda G. A mesma 

endonuclease de restrição não irá produzir necessariamente o mesmo tipo de 

banda em espécies diferentes (PIECZARKA; MATTEVI, 1997). 

A maioria das enzimas capazes de produzir coloração diferencial 

produzem bandas similares ao bandamento C. Devido à especificidade de 

corte das enzimas de restrição, os bandamentos obtidos com essas enzimas 

constituem um método mais sensível de análise da heterocromatina do que o 

tradicional bandamento C. Estudos comparativos dos padrões de bandamento 

por enzimas de restrição em cariótipos humanos mostram um grau mais 

elevado de heteromorfismos que as bandas produzidas pelo hidróxido de bário 

(BABU, 1998). 

O alto grau de variabilidade já detectado para as espécies de Astyanax 

sp.C e A. sp.D (durante o período da bolsa de iniciação científica 

CNPq/PIBI e) para as regiões heterocromáticas através do bandamento e, 

aliado ao fato da utilização de técnicas mais refinadas (eMA3 e endonuclease 

de restrição AluI) tornam a análise proposta neste projeto adequada a estas 

espécies de Astyanax do alto rio Iguaçu, as quais ainda apresentam definição 

taxonomica mal resolvida. 
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2. OBJETIVOS 

- Caracterizar os padrões de bandas produzidas pela enzima de restrição AluI 

em Astyanax sp.C e Astyanax sp.D, provenientes do rio Iguaçu. 

- Caracterizar as regiões heterocromáticas ricas em GC através da utilização 

de cromomicina A3 (CMA3) em Astyanax sp.C e sp.D. 

- Comparar os resultados obtidos com as técnicas de Giemsa, banda-C e Ag­

RON. 

- Discutir os resultados obtidos comparando-os com os encontrados na 

literatura para peixes neotropicais. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 MATERIAL 

Foram utilizados exemplares referentes a duas populações alopátricas 

de Astyanax sp. C, sendo uma delas proveniente da "Chácara da Paz" (lago), 

município de São José dos Pinhais (PR) (Figura la). Uma segunda 

população de Astyanax sp. C (Figura 1 b) foi coletada de um córrego no 

Município de Piraquara próximo à BR-277. Os exemplares da espécie A. sp. 

D (Figura 3c) foram coletados da Fazenda Canguiri da UFPR. 

Todos os locais de coleta pertencem à região do Alto Rio Iguaçu. 

FIGURA 1 - Exemplares de Astyanax sp. C coletados em: a) Chácara da 

Paz no município de São José dos Pinhais; b) município de Piraquara. 

c) Exemplar de Astyanax sp. D. 

a) b) 

c) 
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3.2 MÉTODOS 

3.2.1.0BTENÇÃO DE MET ÁF ASES MITÓTICAS 

As preparações foram obtidas com a porção anterior do rim, através da 
! 

utilização de dois métodos: (a) Método Direto "in vivo" e (b) Método Indireto 

"in vitro". 

3.2.1.a.MÉTODO DIRETO 

Esta técnica utilizada para a obtenção dos cromossomos mitóticos foi 

descrita por EGOZCUE (1971) e CEST ARI (1973) e modificada por 

BERTOLLO, TAKAHASHI e MOREIRA-FILHO (1978), sendo descrita como 

segue: 

• Injeta-se intra-abdominalmente, entre as nadadeiras peitorais e ventrais, 

solução aquosa de colchicina (0,025%), na proporção de lmg/lOOg de peso 

do animal; 

• O peixe deve ficar em aquário bem aerado em torno de 20 minutos. 

Decorrido este tempo, sacrificar o animal e retirar a porção cefálica 

(anterior) do rim, podendo também aproveitar a porção posterior do órgão; 

• Colocar o material em 10ml de solução hipotônica de KCI (0,075M), 

previamente aquecido em estufa a 3 7oC; 

• Dissociar o material com auxílio de pinças de dessecação; 

• Realiza-se uma segunda dissociação com o auxílio de uma sennga sem 

agulha, aspergindo e expirando o material até que se fique bem 

homogêneo; 

• Transferir o material obtido, com o auxílio de uma pipeta Pasteur, para 

uma tubo de centrífuga. Deixá-lo em estufa ou banho-maria a 37 0 C por 

vinte minutos; 

• Acrescentar por volta de 1 ml fixador recém preparado (álcool metílico 3: 

ácido acético 1), ressuspender o material até que fique bem homogêneo, e 

deixá-lo em temperatura ambiente por 5 minutos; 
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• Ressuspender o material e centrifugar durante 10 minutos, a 800-900 rpm. 

Descartar o sobrenadante com um a pipeta Pasteur; 

• Adicionar 6-8ml do mesmo fixador. Ressuspender o material com o auxílio 

de uma pipeta Pasteur e centrifugar por 10 minutos a 800-900 rpm. 

Descartar o sobrenadante. 

• Repetir o passo anterior; 

• Após a última centrifugação e eliminação do sobrenadante, adicionar uma 

quantidade de fixador suficiente para se obter uma suspensão celular que 

não esteja muito diluída e nem muito concentrada (cerca de 1 ml de fixador 

para 0,5ml de sedimento). Ressuspender o material com cuidado até ficar 

homogêneo; 

• Colocar uma lâmina limpa sobre um suporte em banho-maria a 60°C. 

Pingar 3 gotas de suspensão com o auxílio de uma pipeta Pasteur sobre a 

lâmina pré-aquecida; 

• Secar o material ao ar; 

• material deve ser guardado em tubos do tipo "eppendorf' (1 ,5ml), 

devidamente tampados, em freezer a -200 C, para posterior utilização, caso 

a primeira lâmina não seja adequada para a análise. 

3.2.1.b.MÉTODO INDIRETO 

Foi utilizado o método de cultura de tecidos sólidos de curto tempo 

descrito por FENOCCHIO et aI. (1991), com algumas modificações: 

• É retirada a porção anterior e posterior do fIm (aproximadamente 3 mm3 ) 

(mantida em solução RPMI) e transferida para uma placa de Petri contendo 

5 ml de meio de cultura RPMI mais 20% de soro bovino fetal. 

• O material é desagregado com pinças de ponta fina com posterior asperção 

e expiração da solução com uma seringa de vidro sem agulha. 

o A solução de células obtida é então incubada em estufa a 29° C por 6 a 7 

horas em média. 
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• 25 minutos antes de completar o tempo, pingam-se 3 gotas de colchicina 

(0,025%) em cada recipiente. A placa de Petri é então gentilmente agitada 

para homogeneizar o material e este mantido em estufa até o tempo final. 

• Passado este tempo, a cultura é sacrificada e transferida para um tubo de 

ensaio que é centrifugado por 10 minutos a 800-900 rpm. 

• O sobrenadante é descartado e completa-se o tubo de ensaio até 8ml com 

solução hipotônica de KCI (0,075M). A solução é ressuspendida e fica por 

cerca de 30 minutos a uma temperatura de 37° C. 

• O fixador é preparado com três partes de metanol para uma parte de ácido 

acético e mantido sob refrigeração. Dado o tempo da hipotonização, 

pingam-se algumas gotas do fixador em cada tubo. O material é 

ressuspendido até ficar homogêneo, e centrifugado por 10 minutos a 800-

900 rpm. 

• O sobrenadante é descartado e em seguida completa-se o tubo até o volume 

de 8 m!. Novamente o material é ressuspendido e centrifugado por 10 

minutos a 800-900 rpm. 

• A etapa anterior é repetida por duas vezes. 

• Descartado o sobrenadante, coloca-se 1,5 ml de fixador e o material é 

ressuspendido. Esta solução é então armazenada em tubo de micro pipeta do 

tipo Eppendorf em freezer à-20° C 

3.2.2. MÉTODO DA COLORAÇÃO CONVENCIONAL - GIEMSA 

Para análise do número e morfologia dos cromossomos, as lâminas 

pingadas são coradas com solução de corante Giemsa, diluído em tampão 

fosfato pH 6,8 (KH2P04 +Na2HP04) a 5% durante aproximadamente 10 

minutos e em seguida lavadas em água corrente e secas ao ar. 

3.2.3. BANDAMENTO RON 

Esta técnica foi descrita por HOWELL e BLACK (1980), e executada 

com algumas modificações, como se segue: 
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• Este bandamento é realizado com lâminas que tenham sofrido 

envelhecimento de pelo menos 1 dia em estufa à 42 0 C; 

• Pinga-se duas gota da solução coloidal reveladora (1 g de gelatina 

dissolvida em 50 ml de água destilada. Acrescentar 0,5ml de ácido 

fórmico) e uma gota da solução de nitrato de prata (1 g de AgN03 

disso lvida em 2ml de água destilada) so bre o material na lâmina; 

• Cobre-se a lâmina com lamínula; 

• A lâmina é levada à estufa a 60 0 C até que a mistura das soluções alcance 

uma coloração marrom-dourada; 

• A lâmina é lavada com água corrente e deixada secar ao ar; 

• A coloração convencional (se necessário) pode ser feita com Giemsa 

bastante diluída em tampão fosfato pH 6,8 por 30 segundos. 

3.2.4. BANDAMENTO C 

Os estudos de heterocromatina constitutiva foram realizados segundo a 

técnica de SUMNER (1972) com pequenas modificações, descrita como se 

segue: 

• Coloca-se a lâmina pingada no dia em solução de HCI 0,2N em 

tamperatura ambiente por 15 minutos; 

o Lava-se a lâmina com água destilada e deixa secar ao ar; 

• A lâmina é colocada em solução de Bário a 5% (Ba(OHh) à 45 0 C por 

aproximadamente 2 minutos e 20 segundos; 

• A lâmina é rapidamente inserida no HCI e após ISSO lava-se com jato de 

uma pisceta; 

• material é então colocado em uma solução de 2xSSC (15,53g de NaCI + 

8,82g de Citrato Trissódico + Água deionizada) durante uma hora à 60°C; 

• Lavar a lâmina em água destilada e deixa-la secar ao ar; 

• material é corado com Giemsa diluido a 2% em tampão fosfato pH 6,8 

durante 30 minutos. 
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3.2.5. CLIVAGEM COM ENDONUCLEASES DE RESTRIÇÃO 

A técnica utilizada foi a descrita por MEZZANOTTE et aI. (1983), com 

algumas adaptações feitas por MAISTRO (1996) para as preparações com 

cromossomos de peixes. 

Preparo da solução de enzima: 

• É estabelecida a concentração desejada (A). Ex: 0,3 /lI da enzima Alu I; 

• Observa-se no rótulo ou na bula do frasco da enzima a concentração em que 

a mesma é fornecida (B). Ex: AluI, 5ud//ll; 

• É estabelecido o número de gotas de suspensão que serão tratadas usando 

uma gota para cada lâmina, sendo que para cada gota foram usadas 30/l1 

(C); 

• Calcula-se o volume total de enzima que será retirado do frasco (X) usando 

a seguinte equação: 

• A. C= B.X 

• 0,3. 30= 5.X 

X= (A.C)/B 

X= 1,8 /lI 

• A so lução da enzima é preparada da seguinte forma: 

• Coloca-se em um frasco Eppendorf 27 /lI de água destilada para cada 

lâmina. 

• Adiciona-se 3 /lI de tampão para cada lâmina. Observar que essa quantidade 

só é válida quando o tampão vem concentrado 10 vezes de fábrica, o que é 

usual. Após o uso, a solução tampão é colocada imediatamente de volta no 

freezer. Não há necessidade de se trabalhar com a mesma em gelo; 

• Adiciona-se a quantidade de enzima calculada segundo o item anterior 

(variável X), no exemplo 1,8 /lI. A enzima só será retirada do freezer no 

momento da sua utilização e sera mantida em um frasco com gelo. Caso 

essas observações não sejam seguidas, há sérios riscos de se destruir a 

estrutura molecular da enzima, tornando-a ineficaz. 

Tratamento com as enzimas de restrição 

• Prepara-se a solução de enzima de acordo com o item anterior; 
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• Pinga-se uma gota de solução de enzima para cada gota de suspensão 

celular e então co bre-se com lamínula; 

• A lâmina é colocada em câmara úmida muito bem fechada e incubada à 37° 

C por 5 horas. 

• Retirar a lâmina da estufa, lavar a mesma, deixar secar ao ar e corar como 

descrito no método da coloração convencional. 

3.2.6.TÉCNICA DE COLORAÇÃO COM CROMOMICINA A3 

A técnica utilizada foi a descrita por SCHMID (1980) a qual marca as 

regiões do DNA ricas em bases CG. 

Para a obtenção da solução de cromomicina A3, dissolver 0,5 mg de 

cromomicina em 1 ml de tampão McIlvaine e adicionar 5 mM de cloreto de 

magnésio - deixar a cromomicina disso lver lentamente na geladeira por alguns 

dias. 

Tampão McIlvaine: 

Solução A 

Ácido cítrico (C 6H80 7H20) .............................................. 10,5 g 

Água deionizada .............................................................. 500,0 ml 

Solução B 

Na2HP04(0,2M) ............................................................... 14,2 g ou 

Na2HP04. 7H20 ............................................................... 26,79 g ou 

Na2HP04.12H20 ............................................................. 35,6 g 

Água deionizada ............................................................. 500,0 ml 

As etapas são as seguintes: 

• Pingada-se lâminas conforme descrito nas técnicas anteriores e deixadas 

envelhecer por um dia na estufa a 45° C. 

• Colocar 50 ml da solução de cromomicina A3 com o auxílio de uma 

micropipeta sobre a lâmina, cobrir esta com uma lamínula e deixar corando 

por 90 minutos no escuro. 

• Escorrer a lamínula e lavar a lâmina, em água corrente, em jatos fortes, por 

aproximadamente 1 minuto. 
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• Deixar a lâmina secar ao ar e montá-la com uma nova lamínula, utilizando 

meio de so lução de sacarose saturada, filtrada antes do uso. 

• Deixar a lâmina guardada à temperatura ambiente, no escuro, por no 

mínimo 15 dias antes de analisá-la (para aumentar a estabilidade do 

fluorocromo) em fotomicroscópio de epifluorescência, com filtro 450-

490 nm (zona de excitação do azul). 

3.2.7. FOTOMICROGRAFIA 

As metáfases que apresentaram melhor dispersão, condensação e 

morfologia cromossômica, foram fotografadas em microscópio Zeiss, em 

campo claro com objetiva de imersão. 

O microfilme (Imagelink HQ) foi processado em revelador Dektol 

(KODAK) por aproximadamente 2 minutos à 20°C, e posteriormente dez 

minutos no fixador (Kodak). Em seguida o filme foi lavado em água corrente 

por aproximadaente 60 minutos e deixado secar ao ar. 

Para as com preparações em cromomicina, foi utilizado um 

fotomicroscópio de epifluorescência com filtro 450-490nm e filmes T -max 

100. 

As fotos foram reveladas (revelador Dektol diluído em água 1 :2) em 

papel kodabromide. 

3.2.8. IDENTIFICAÇÃO DOS CROMOSSOMOS E MONTAGEM DOS 

CARIÓTIPOS 

Após a escolha das melhores metáfases para a montagem dos cariótipos 

e ordenação dos pares cromossômicos foi feita em ordem decrescente de 

tamanho, as medidas cromossômicas foram realizadas com o auxílio de um 

paquímetro para a determinação da relação entre os braços. A classificação 

dos cromossomos conforme os valores da relação de braços (RB) foi 

estabelecida segundo LEVAN, FREGDA e SANDBERG (1964), e os tipos 

cromossômicos segundo a classificação são: 

Metacêntricos (M) RB= 1,00 a 1,70 
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Submetacêntricos (SM) 

Subtelocêntricos (ST) 

Acrocêntricos (A) 

RB= 1',71 a 3,00 

RB= 3,01 a 7,00 

RB= maior do que 7,01 
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4. RESULTADOS 

4.1 Astyanax sp. C. 

Foram analisados 32 (13 machos, 18 fêmeas e um de sexo indefinido) 

exemplares de Astyanax sp. C provenientes da Chácara da Paz (Figura 1 a). 

Uma segunda população, com 6 exemplares de Astyanax sp. C (4 machos e 2 

fêmeas)(Figura 1 b) proveniente de um córrego no município de Piraquara 

(PR) próximo à BR-277 também foi analisada, sendo que todos os exemplares 

apresentaram resultados satisfatórios. Nas duas populações o número diplóide 

modal encontrado foi de 50 cromossomos (Figura 2). 

O cariótipo determinado para os exemplares de Astyanax sp. C das duas 

populações é constituído por 2 pares de cromossomos metacêntricos (M), 11 

pares de submetacêntricos (SM), 4 pares de subtelocêntricos (ST), 8 de 

acrocêntricos (A), perfazendo 2n=50 e NF=84 (Figura 3). Não foi detectado 

dimorfismo sexual cromossômico, sendo que o primeiro par de cromossomos 

metacêntricos apresentou-se o maior do complemento. 

FIGURA 2 - Histogramas representativos das frequências dos números 

diplóides encontrados em Astyanax sp. C de São José dos Pinhais (a) e de 

Piraquara (b). 

300 ------------------1 80 

70 250 

-------------------------------------1 

(/) 
(/) 60 Q) Q) 

(/) 200 (/) 

til til 50 - -'til -<ll 

ãí -150 
Q) 

40 ~ E 
Q) Q) 

30 -c 
100 "O 

ci o z z 20 
50 10 

O O 

38 42 46 48 49 50 51 42 43 47 48 49 50 51 
a Número Diplóide b Número Diplóide 

19 



FIGURA 3 - Cariótipos de macho (No. 861) e de fêmea (No . 290) de 

Astyanax sp C coletado na Chácara da Paz no município de São José dos 

Pinhais(PR) , 2n=50 (4M + 22SM + 8ST + 16A); NF=84. 
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Nos exemplares das duas populações foi " observada uma constrição 

secundária localizada no braço curto de um dos cromossomos do par 16 , 

coincidente com a RON e com a banda-C (Figura 4 Figura 3). 

FIGURA 4 - Coloração seqüencial , banda C (a) e AgN0 3 (b) em Astyanax sp. 

C (No. 870) de São José dos Pinhais (PR) , as setas indicam um dos 

cromossomos do par 16, portador da RON . 

.. A 

Astyanax sp. C (São José dos Pinhais) apresentou freqüentemente 

associações entre cromossomos portadores de RON s (Figura 5) e RON s 

múltiplas variando de 1 a 4 cromossomos marcados simultaneamente em uma 

só metáfase (Figura 6). O cromossomo que apresenta a constrição foi o único 

que esteve sempre marcado (Figura 4). As outras marcações apresentaram 

uma grande variação intraindividual e interindividual tanto em relação ao 

número quanto às suas localizações. Em apenas dois indivíduos foi possível 

detectar uma marcação forte da prata no braço curto de um dos cromossomos 

do par n03 (Figura 5). 

21 



FIGURA 5 - Coloração seqüencial indicando a associação entre os 

cromossomos dos pares 3 e 16, Giemsa (a) e AgN0 3 (h) em Astyanax sp. C 

(No. 824) coletado em São José dos Pinhais(PR). 

b 

FIGURA 6 - AgN03 em Astyanax sp. C mostrando a variação encontrada 

nos cromossomos marcados pela prata em diferentes metáfases nos 

indivíduos de São José dos Pinhais (h-f), e a constância destas marcações 

em exemplares de Piraq uara (a). 

, 
• • 

• 

c D E F 

22 



Nos indivíduos provenientes de Piraquara observou-se apenas um par 

de cromossomos com RON s positivas heteromórficas (Figura 6a). 

As bandas C de Astyanax sp. C de São José mostraram-se 

polimórficas.(Figura 7a e b). Como nas RONs , observou-se que apenas o 

cromossomo portador da constrição secundária (Figura 4) aparece lnarcado 

em todos os indivíduos analisados. Normalmente a quantidade de blocos C+ 

excede a quantidade de marcas deixadas pe la prata. 

Na população de Piraquara todos os indivíduos demonstraram um 

padrão C+ constante (Figura 7c), o qual corresponde às marcações da prata. 

Ambas as populações demonstraram possuir heterocromatina 

centromérica, porém estas só são visíveis quando os cromossomos estão bem 

distendidos. 

FIGURA 7 - a-b) Metáfases de Astyanax sp . C de São José mostrando alguns 

padrões C+. c) padrão C+ constante em exemplares de Piraquara. 
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A endonuc lease de restrição AluI demonstrou um padrão similar ao 

observado para a o bandamento C, com uma coloração forte em Giemsa na 

constrição secundária e nas regiões heterocromáticas. Porém as marcas C+ 

centroméricas não ficaram evidenciadas pe la endonuclease (Figura 8). 

FIGURA 8 - Metáfese de Astyanax sp. C de São José após tratamento com 

AluI, demonstrando um padrão similar ao C+. 

A coloração com Cromomicina A3 destacou as regiões C+ nas duas 

populações analisadas (Figura 9). Como na enzima de restrição AluI, os 

centrômeros não foram marcados. 

FIGURA 9 - Metáfeses de Astyanax sp. C de São José após tratamento com 

CMA3, demonstrando um padrão similar ao C+. 
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4.1 Astyanax sp. D 

Foram analisados 07 exemplares de Astyanax sp. D (Figura 1c) (05 

machos e 02 fêmeas). Os animais apresentaram um número diplóide modal de 

50 cromossomos (Figura 10). A macro estrutura cariotípica apresentou 2 pares 

de cromossomos metacêntricos (M), 12 pares de submetacêntricos (SM) , 3 

pares de subtelocêntricos (ST) , 8 de acrocêntricos (A) e um NF=84 (Figura 

11). Não houve , aparentemente , dimorfismo sexual cromossômico. 

FIGURA 10 - Histograma representativo das frequências dos números 

diplóides encontrados para Astyanax sp. D. 
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Dentre os animais estudados , um indivíduo apresentou 75 cromossomos 

(Figura 10), representando um caso de triploidia natural nesta espécie. 

Análises das regiões organizadoras de nucléo los pela impregnação de 

nitrato de prata (AgN0 3) demonstraram uma alta variação inter e intra­

individual relacionadas com o número e a localização das RONs. Foi 

possíve 1 identificar de duas a seis marcações de AgN0 3 por metáfase (Figura 

12). 
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FIGURA 11 - Cariótipos de macho (No. 799) e de fêmea (No. 797) de 

Astyanax sp D. 2n=50 (4M; 24SM; 6ST; 16A); NF=84 
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FIG URA 12 Metáfases de Astyanax sp D indicando as Regiões 

Organizadoras de Nucléolos (RONs)(setas). 

.. 

A distribuição das regiões heterocromáticas (Figura 13) evidenciadas 

pela banda C também apresentou uma variação inter-individual. Foram 

identificados pelo menos 3 tipos heterocromáticos: 

(1) pequenas marcações C+ centroméricas fracas em alguns 

cromossomos do complemento(Figura 13a), as quais são CMA3 - e Alur-; 

(2) blocos C positivos teloméricos, CMA3 +, Alur-, correspondentes às 

marcações obtidas pela prata, localizadas em diferentes tipos e regiões 

cromossômicas (Figura 16 e 17); 

(3) largos blocos C+, AgN0 3-, CMA3+ (Figura 16), AluI+ (Figura 17) 

visíveis nos telômeros dos braços longos de todos os cromossomos 

subtelocêntricos, de vários cromossomos acrocêntricos e de alguns 

submetacêntricos (Figura 13). 

Os dois maiores pares de cromossomos acrocêntricos (par 18 e 19), os 

quais são portadores de bandas C do tipo três, podem ser encontrados, em 

indivíduos distintos, nas seguintes situações: 

ambos os homólogos com os blocos positivos intersticiais (Figura 14a). 

um dos homólogos com o bloco positivo telomérico e o seu 

correspondente com uma marcação intersticial (Figura 14 b); 
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um dos homólogos com o bloco positivo telomérico e o seu 

correspondente com uma marcação intersticial (Figura 14b); 

ambos os homólogos com os blocos positivos teloméricos (Figura .14c); 

Pode-se ainda observar que as marcas intersticiais nem sempre estavam 

presentes na mesma posição (Figura 14). 

Ainda com relação ao terceiro padrão de bandas, foi observado que em 

alguns tipos cromossômicos estas marcas se localizam um pouco acima do 

telômero (par 5 - Figura 13a). 

Também foi observado heteromorfismo em relação ao tamanho dos 

blocos heterocromáticos (tipo 3) entre homólogos (Figura 13). Em alguns 

indivíduos, determinados cromossomos são portadores de pequenas 

marcações heterocromáticas (do tipo 3) intersticiais ao lado dos blocos C+ 

(par 16 - Figura 13a). 

A endonuclease de restrição AluI apresentou um padrão idêntico ao 

descrito para o tipo heterocromático 3 (Figura 17). Ao comparar os cariótipos 

de banda C e da enzima de um mesmo animal, é possível detectar que existem 

mais blocos positivos nos cariótipos de banda C (Figura 17). 

Dados relativos ao indivíduo triplóide (3n=75) (Figura 10) encontrado 

nesta população demonstram o mesmo tipo de características apontadas para 

os indivíduos diplóides (2n=50), sendo possível verificar os padrões de 

Giemsa (Figura 18), banda C (Figura 19), CMA3 (Figura 20) AgN0 3 e da 

endonuclease AluI (Figura 21). Além das marcas teloméricas AgN0 3 + foi 

identificada uma marca intersticial em apenas um dos cromossomos 

acrocêntricos (Par 20), a qual é C+, CMA3 + e se localiza numa constrição 

secundária (Figura 22). 

Utilizando-se dos dados obtidos pela banda C, principalmente nas 

trissomias onde há inversões, verifica-se que ha sempre dois cromossomos 

iguais e mais um diferenciado para cada trissomia cromossômica (Figura 21). 
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FIG URA 13 - Cariótipos (bandas C) de Astyanax sp. D dos indivíduos 804 

(a) e 797 (b). 
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FIGURA 14 - Variação de heterocromatina nos pares 18 e 19. a) homozigose 

p/ blocos intersticiais, b) heterozigose e c) homozigose p/ blocos telomerais. 

PAR NO.18 

PAR No. 191 

HOMOZIGOSE HETEROZIGOSE HOMOZIGOSE 

FIGURA 15 Variação da localização dos blocos intersticiais 

heterocromáticos nos pares 18 e 19. 
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FIGURA 16 - Cariótipo de Astyanax sp. D (No. 798). a) bandas C e b) 

coloração com CMA3. 

M a 

- 1 --- 2 

- 9- -"1"0 1 1 -12 - - 1 - 14-

ST 

- 15 ,.' 
17 

A 

- 18 "'2() -21- - 24 - --25 

b 

SM 3 4 5 6 7 8 

9 10 11 12 13 14 

ST 

15 16 17 

A 

19 20 21 22 23 24 25 

31 



FIGURA 17 - Cariótipo de Astyanax sp. D (No. 803). a) banda C e b) após 

clivagem com endonuclease de restrição AluI. 
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FIGURA 18 - Cariótipo de Astyanax sp. D coloração convencional. 3n=75 

(12M; 36SM; 9ST; 24A). 

2 

ST 

A 

33 



FIGURA 19 - Cariótipo de Astyanax sp. D Banda C. 3n=75(6M; 36SM; 9ST; 

24A). 
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FIGURA 20 - Cariótipo de Astyanax sp. D eMA 3 . 3n=75 (6M; 36SM; 9ST; 

24A). 
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FIGURA 21 - Cariótipo de Astyanax sp. D AluI. 3n=75 (6M; 36SM; 9ST; 

24A). 
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FIGURA 22 - Astyanax sp. D triplóde (3n=75). Região com RON 

intersticial C+ e CMA3 + em um cromossomo do tipo acrocêntrico (Par 20). 
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5. DISCUSSÃO 

o número diplóide observado neste trabalho, 2n=50 cromossomos, é o 

maIS frequente em espécies do gênero Astyanax, sendo descrito para A. 

bimaculatus (SCHEEL, 1973; PAGANELLI; GALETTI JR.; MOREIRA­

FILHO, 1986), A. taeniatus (PAGANELLI, 1990), e A. eigenmanniorum 

(FAUAZ; VICENTE; MOREIRA-FILHO, 1994). Apesar da diversidade 

cariotípica dos Characidae, Astyanax apresenta características básicas da 

família como o número diplóide de 50 cromossomos e o primeiro par de 

metacêntricos como o maior do complemento. Dados estes, que são apoiados 

pelos resultados do presente trabalho (Figura 2 e 10), mostrando que Astyanax 

sp. C e Astyanax sp. D mantém o mesmo padrão cariotípico de outras espécies 

do gênero. 

5.1 Astyanax sp. C 

Com relação a fórmula cariotípica de Astyanax sp C, nota-se uma 

diferença entre os resultados relatados anteriormente por DALABONA e 

CESTARI (1995) e os do presente trabalho. Estes últimos, realizados com 

indivíduos provenientes do rio da Várzea, apresentaram um par a menos de 

cromossomos metacêntricos. 

As bandas RONs de A. sp C de São José dos Pinhais se mostraram 

diferentes dos resultados disponíveis para A. sp C do rio da Várzea 

(DALABONA; CESTARI, 1995), o qual apresentou um par de cromossomos 

com RONs positivas heteromórficas. Os exemplares de Piraquara apresentaram 

as marcações semelhantes às dos indivíduos do rio da Várzea. 

A presença de RONs múltiplas é uma característica comumente relatada 

para a subfamília Tetragonopterinae (MIZOGUCHI; MARTINS-SANTOS, 

1998), sendo portanto esperado encontrar este tipo de RON s em Astyanax sp. 

C. Associações das RONs vem sendo descritas em várias espécies de 

vertebrados, ocorrendo em cromossomos homólogos ou não homólogos, sendo 

menos freqüente a presença de mais de um cromossomo (DENTON; HOWELL; 

BARRET, 1976). Como observado no presente estudo, estas associações são o 
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resultado da tendência ao agregamento dos cromossomos portadores de RON s 

(HOWELL, 1982). 

A presença de um maior número de blocos heterocromáticos em 

relação à quantidade de marcas deixadas pela prata em A. sp. C é um 

indicativo de que os cistrons ribossômicos não estão sempre ativos. 

A observação de poucos blocos heterocromáticos, revelou um padrão 

diferente do já relatado para outras espécies do gênero Astyanax, podendo 

então servir como um marcador para A. sp C. A enzima de restrição AluI e a 

Cromomicina A3 apresentaram um padrão próximo à banda C, o que é 

relatado na literatura para algumas espécies de peixes (MAISTRO; FORESTI; 

OLIVEIRA, 1999). Como freqüentemente relatado para peixes (SOLA et aI., 

1997), Astyanax sp. C possui bandas CMA3 + correspondentes às regiões 

AgN03+. 

A Cromomicina A3 e outros fluorocromos GC-específicos vem sendo 

usados em peixes para identificar RON s, possibilitando o estudo de estrutura 

do rDNA e de polimorfismos (SOLA et aI., 1997). Entretanto, ainda há 

dúvidas se os fluorocromos coram os cistrons ribossômicos (SCHMID; 

VITELLI; BATISTONI, 1987) ou a heterocromatina intercalada (DNA 

espaçador não transcricional) do rDNA (PENDÁS; MORÁN; GARCIA­

V ASQUEZ, 1993). 

Através dos resultados obtidos com CMA3, em Astyanax sp. C foi 

possível detectar algumas situações: 

- Aqueles indivíduos que possuíam apenas um cromossomo marcado 

pela prata, quando analisados através da CMA3 apresentaram apenas uma 

RON, não ocorrendo outras regiões GC positivas. 

N em todas as marcações C+ / AgNO/ possuem seus respectivos 

blocos CMA/. Estas diferenças talvez se devam à dificuldade de 

identificação destas bandas, ou realmente existem tipos diferentes de rDNA. 

- A possibilidade da diferenciação de pelo menos dois tipos 

heterocromáticos, sendo que um deles localizado nos centrômeros, é CMA3- e 

Alur , e um outro tipo que está associado às RON s e é marcado pela 

cromomicina e pela enzima. 
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A coloração escura obtida para as RONs após a aplicação das enzimas 

pode estar relacionada a ausência de seqüências de corte da enzima nestas 

regiões ou a inacessibilidade de digestão da enzima devida a alta 

compactação de regiões heterocromáticas, ou por ambos os fatores 

(MEZZANOTE; FERRUCCI, 1984). Segundo MEZZANOTE et aI.(1983), a 

organização da cromatina é o principal requisito para a indução dos efeitos 

das enzimas de restrição. Estudos em cromossomos de peixes através de 

enzimas de restrição (SANCHÉS et aI., 1990; ABUIN; AMARO; SANCHÉS, 

1994) do tipo AluI, revelaram um padrão similar ao bandamento C, corno 

observado em Astyanax sp. C. É importante notar que a enzima AluI digere 

alguma partes, mas não toda a heterocromatina observada em Astyanax sp. C. 

Isto pode ser interpretado corno urna evidência da existência de classes 

estruturais de heterocromáticas, possibilitando ataques diferenciados da 

enzima. 

As diferenças identificadas entre as duas populações de Astyanax sp. C 

através das diversas técnicas empregadas pode servir corno um marcador para 

estas populações e para urna possível comparação com outras populações. 

5.2. Astyanax sp. D 

° número diplóide de 2n=50 (Figura 10) encontrado no presente 

trabalho para Astyanax sp. D não difere da maioria das espécies deste gênero, 

inclusive de A. scabripinnis (MOREIRA-FILHO; BERTOLLO, 1991; 

MAISTRO, 1991; MAISTRO et aI., 1998; SOUZA et aI., 1995; entre outros), 

além disso ao se comparar os cariótipos em coloração convencional de 

Astyanax sp. D e A. scabripinnis (SOUZA et al.,1995; SOUZA et al.,1996; 

MAISTRO et aI., 2000; MOREIRA-FILHO; BERTOLLO, 1991) observa-se 

urna relativa proximidade entre as fórmulas cariotípicas. 

O padrão de distribuição de heterocromatina do tipo 3 observado para 

estes indivíduos pode ser considerado corno eqüilocal (Figura 13), ou seja, os 

blocos C+ observados são eqüidistantes em relação ao centrômero em 

cromossomos não homólogos do mesmo conjunto cromossômico. 
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Uma possível explicação para a dispersão da heterocromatina nos 

braços cromossômicos pode ser baseada no modelo proposto por 

SCHWEIZER e LOIDL (1987), o qual diz respeito a orientação dos 

cromossomos durante a interfase meiótica (Orientação de Rabl). Esta 

conformação permitiria a transferência de heterocromatina entre locais 

eqüidistantes de cromossomos não homólogos. 

Ao serem comparadas as bandas C+ de Astyanax sp. D com A. 

scabripinnis é possível observar a similaridade dos blocos heterocromáticos 

entre elas. Ambas espécies apresentam blocos teloméricos eqüidistantes 

localizados nos braços maiores dos cromossomos subtelocêntricos e 

acrocêntricos. 

A presença de blocos intersticiais C+ (Figura 15), AluI+ e CMA3 + bem 

nítidos pode ser considerada uma conseqüência de inversões paracêntricas, as 

quais não alteram a forma do cromossomo, porém modificam as posições das 

bandas. Até o momento não foram registrados em A. scabripinnis blocos C+ 

resultantes de inversões como as apontadas para Astyanax sp. D. Sendo 

assim, é possível sugerir que essas inversões são uma característica derivada 

e específica de Astyanax sp. D. A identificação de variação na localização 

destas marcas intersticiais pode ser interpretada como uma mudança nos 

pontos de quebra cromossômica no momento da inversão. 

Segundo SOUZA, MOREIRA-FILHO e GALETTI Jr. (1996), Astyanax 

scabripinnis coletado no rio Canta Galo também apresenta três tipos 

heterocromáticos muito semelhantes aos relatados no presente manuscrito. O 

primeiro tipo descrito para ambas as espécies (C+ centromérica, Figura 13) é 

diferente, já que em Astyanax sp. D estes blocos C+ são pouco aparentes e em 

menor número do que as marcas correspondentes obtidas por SOUZA 

MOREIRA-FILHO e GALETTI Jr. (op. cit.). Os outros dois tipos 

heterocromáticos se enquadram com a descrição feita para A. scabripinnis. 

Isto suporta a proposta de SAMPAIO (1988), indicando proximidade entre 

Astyanax. sp. D e A. scabripinnis. Porém, apesar da proximidade relatada, os 

blocos heterocromáticos do tipo três não se apresentaram perfeitamente 

iguais nestas duas espécies. Elas possuem em comum somente o resultado 

para a banda C. A cromomicina, quando aplicada em A. scabripinnis marcou 
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apenas as RONs, entretanto ela foi utilizada com contracorante Distamicina A 

(DA), o que pode alterar o resultado das marcações. Após tratamento com 

DAPI (fluorocromo AT -específico), A. scabripinnis demonstrou possuir 

blocos teloméricos DAPI-/C+, as quaIs seriam regiões pobres em AT, e 

conseqüentemte ricas em GC, como em Astyanax sp. D registrado neste 

trabalho. Após esta análise comparativa pode-se considerar que as 

correspondentes regiões para estes dois táxons são praticamente homeólogas, 

já que as duas apresentam a mesma localização e mesma composição de 

bases. 

As diferenças na quantidade de heterocromatina entre homólogos 

registradas neste trabalho podem ser explicadas como sendo o resultado de 

crossing-over desigual, levando a um acréscimo ou decréscimo do número de 

repetições (SMITH, 1976). Este polimorfismo de regiões heterocromáticas 

geralmente é discreto em peixes (envolvendo apenas poucos pares 

cromossômicos)(MANTOV ANI et aI., 2000), podendo estes estar 

relacionados ao tamanho dos blocos (MARTINEZ et a1., 1991) ou serem 

resultantes da associação entre regiões de heterocromatina e RON s 

polimórficas (HARTLEY, 1988; AMORES et aI., 1993). Embora o 

polimorfismo de blocos seja pouco freqüente em peixes, ele se encontra 

registrado para A. scabripinnis (MANTOVANI et a1., 2000; MAISTRO et a1., 

2000; entre outros) e agora também para Astyanax sp. D, sendo esta então 

mais uma similaridade entre estes táxons. 

Como em Astyanax sp. C, as RONs de Astyanax sp. D se mostraram C+ 

e CMA3+. Entretanto as RONs não se mostraram marcadas pela AluI em A. sp. 

D, e desta maneira, comparando-se os cariótipos de Banda C e de AluI 

(Figura 17) torna-se possível identificar os cistrons ribossômicos como sendo 

aquelas marcas não centroméricas C+/AluI-. 

A marcação dos grandes blocos teloméricos C+ pela endonuclese AluI é 

uma característica comum em peixes (SWARÇA; CAETANO; DIAS, 1999), 

porém regiões AgN0 3 +/Alur/C+ são consideradas exceções, e deste modo 

esta poderia ser um marcador cito genético para esta espécie. 
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Considerando a possível causa do polimorfismo heterocromático e de 

RON s duas hipóteses podem ser levantadas para explicar a divergência 

encontrada: 

as diferenças heterocromáticas teriam surgido devido a uma mistura de 

vários estoques populacionais com diferentes padrões C+ que chegaram 

ao local de coleta através de diversos riachos e nos ou por ação 

antrópica, com introdução de diferentes populações de Astyanax sp. D 

neste mesmo local. 

a população possuiria apenas um estoque ancestral e o polimorfismo de 

regiões C+ teria se originado através de rearranjos cromossômicos, 

seguidos de perda ou ganho de heterocromatina. 

Considerando a última hipótese, JOHN e LEWIS (1979), discutindo 

sobre o polimorfismo devido a inversões em várias populações naturais de 

Drosophila, sugeriram que ele seria adaptativo, porque a população pode 

responder geneticamente às mudancas espaciais e temporais de maneira mais 

eficiente do que seria possível se essas espécies fossem monomórficas. 

Ainda refletindo sobre o hipótese de haver apenas um estoque 

ancestral, deve-se atentar ao fato de que os rearranjos não são generalizados, 

isto é, ocorrem apenas em uma pequena parcela da população. É muito difícil 

que estes ocorram em ambos os homólogos em um espaço de tempo 

relativamente pequeno a partir do momento em que o rearranjo foi 

introduzido na população. Os rearranjos estruturais são introduzidos nas 

populações naturais através de sistemas de cruzamento, os quais poderão 

originar uma descendência homozigota. Pode-se então levantar uma hipótese 

de que as inversões observadas em A. sp. D (Figura 14), as quais se 

apresentam em heterozigose e homozigose, estariam presentes na população 

há várias gerações. 

Além disso, é ainda possível destacar o alto grau de polimorfismo nas 

bandas C em relação ao número de exemplares da amostra, ou seja, com 

apenas sete (7) indivíduos analisados foi possível identificar diversos 

padrões C+. 
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Dois grupos de padrão de distribuição de RONs podem ser identificadas 

em peixes. Alguns grupos tem seus cistrons ribossômicos localizados em um 

simples par cromossômico (MOREIRA-FILHO; BERTOLLO; GALLETI Jr., 

1984) enquanto outros têm demonstrado RONs distribuídas em muitos 

cromossomos (GALLETI Jr.; SILVA; CERMINARO, 1985; CESTARI; 

GALETTI, 1992; entre outros). Independentemente do padrão de distribuição, 

alguns grupos taxonômicos são extremamente conservativos com relação a 

estes padrões, enquanto que outros grupos apresentam uma grande 

variabilidade entre espécies "irmãs" (GALETTI, 1998). Astyanax pertence ao 

grupo no qual existe variação inter-específica e intra-específica. RONs 

múltiplas têm sido uma característica comum entre as diversas populações 

estudadas de A. scabripinnis, sendo que algumas possuem um largo número 

(10-15) de regiões marcadas pela prata (ROCON-ST ANGE; ALMEIDA­

TOLEDO, 1993; SOUZA; MOREIRA-FILHO, 1995). 

Os indivíduos analisados neste trabalho demonstraram ter um alto grau 

de polimorfismo tanto intra-individual, devido provavelmente a regulação 

genética (atividade) das RONs, quanto inter-individual, podendo estar 

relacionada com a localização das RON s desiguais para cada indivíduo 

estudado e/ou da própria função. 

De acordo com HSU, SPIRITO e PARDUE (1975), os cariótipos com 

um único par de RON s poderiam ser considerados como ancestrais em relação 

a aqueles cujas RON s estão distribuídas em diversos cromossomos. Nesse 

sentido, grupos como a família Characidae, à qual pertence o gênero 

Astyanax, que possuem RONs múltiplas, seriam considerados derivados. 

Dentre os Astyanax sp. D estudados, um indivíduo apresentou 75 

cromossomos (Figura 10 e 18), representando um caso de triploidia natural 

nesta espécie. No gênero Astyanax, bem como na maioria dos peixes, a 

fertilização é externa, com o oócito terminando a segunda divisão meiótica 

no meio externo (na água), o que possibilitaria uma não disjunção das 

cromátides irmãs (meiose 11), caso as condições ambientais sejam adversas, 

como por exemplo alteração de temperatura, produzindo assim 1 oócito com 

2n cromossomos (FAUAZ; VICENTE; MOREIRA-FILHO, 1994) 

43 



A indução da triploidia em híbridos fieteroespecíficos têm sido usada 

para aumentar a viabilidade destes peixes (TSUKOMO; RIGOLINO, 1993). 

Análises eletroforéticas de híbridos resultantes do cruzamento de duas 

espécies de carpa demonstraram que os indivíduos triplóides possuem duas 

doses de um alelo materno para uma dose do alelo paterno (MAGEE; 

PHILLIP, 1982, apud TSUKOMO; RIGOLINO, 1993), suportando a hipótese 

de que os triplóides naturais surgem através da retenção do segundo 

corpúsculo polar no óvulo. 

Através da observação do cariótipo do triplóide de Astyanax sp. D com 

bandas C (Figura 19), Cromomicina A3 (Figura 20) e de AluI (Figura 21), e 

tendo em vista que através das inversões paracêntricas detectadas é possível 

visualizar que as trissomias cromossômicas apresentam dois cromossomos 

idênticos, indicando uma provável origem comum (materna), e um terceiro 

possivelmente de origem paterna, diferenciado dos dois outros cromossomos 

da trissomia. Neste caso isto poderia ter acontecido por retenção do segundo 

corpúsculo da fêmea. 

A incidência de triploidia no gênero Astyanax pode ser devida à grande 

diversidade de ambientes que estes peixes ocupam, juntamente com a grande 

exposição a mudanças abruptas na temperatura, que podem facilitar a indução 

da triploidia natural por choque térmico, como citado por V ALENTI, 1975. 

Assumindo que Astyanax sp. D possui reprodução continua ao longo do ano, 

como A. scabripinnis, o indivíduo poliplóide pode ter sido originado durante 

a estação fria do ano, devido a um choque térmico natural. 

A presença de cromossomos ST -A nas espécies da subfamília 

Tetragonopterinae é considerada uma exceção, e desta maneira considera-se o 

cariótipo ancestral como 2n=50 M-SM (PORTELLA, 1988). Pode-se supor, 

com base nos dados da literatura e do presente trabalho que Astyanax 

representa um gênero mais derivado dentro dos Tetragonopterinae. 

Tal como A. scabripinnis, Astyanax sp. D estudado no presente trabalho 

também vive exclusivamente em cabeceiras de pequenos rios formando 
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pequenas populações isoladas (SAMPAIO, 1988), possi'bilitando a ocorrência 

de diferenciações cromossômicas e morfológicas entre populações. 

Os presentes dados confirmam que Astyanax sp. D é uma espécie 

próxima do "complexo" Astyanax scabripinnis, e esta também se apresenta 

como mais um excelente material biológico para estudos evolutivos. 

Comparando-se os resultados obtidos para as duas espécies estudadas 

torna-se evidente que elas são cito geneticamente distintas. Mesmo que através 

da coloração convencional não se consiga uma boa distinção entre A. sp. D e 

A. sp.C, estas diferenças ficam bastante claras com o bandamento C, com a 

aplicação da enzima de restrição AluI e com a Cromomicina A3. 

Astyanax sp. C de Piraquara é monomórfico para banda C e RON s, no 

entanto os indivíduos de São José dos Pinhais mostram-se polimórficos para 

estas características. Estas variações poderiam ter aparecido e se fixado nesta 

última população a partir de migrações ou até de ação antrópica ao introduzir 

formas distintas daquelas que apresentam NORs e Bandas C simples. 
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