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RESUMO

Os complexos estuarinos da regido sul-sudeste do Brasil sdo caracterizados por
apresentarem canais no manguezal, chamados de gamboas, que consistem em
ecossistemas de extrema importancia na reprodugdo e desenvolvimento de diversas
espécies de peixes. Os “baiacus” das familias Diodontidae e Tetraodontidae séao
principalmente marinhos, mas varias espécies ocorrem em aguas salobras e doces, em
regides tropicais e subtropicais. Estes peixes contém a tetrodontoxina, encontrada na pele,
figado e gbnadas, onde atua como ferorménio. Com relagdo aos Tetraodontiformes, é
caracteristico deste grupo ter a menor relacdo DNA/célula entre os peixes. Os “baiacus-
espinho" da familia Diodontidae possuem um genoma estimado em 1,6 a 1,8 picogramas de
DNA por célula dipléide. Contudo o genoma dos tetracdontideos é duas vezes menor (0,7-
1,0 pg), sendo portanto o menor de todos os vertebrados, fato que explica seus
cromossomos reduzidos e as dificuldades na obtencdo de metafases mitéticas. O objetivo
deste estudo foi caracterizar citogeneticamente duas espécies do género Sphoeroides
(Tetraodontidae) e Cyclichthys spinosus (Diodontidae) oriundos da Baia de Paranagua —
PR: S. testudineus (2F e 13M), S. greeleyi (10F e 1M) e C. spinosus (1F, 2M e 1 imaturo).
Os cromossomos mitéticos foram obtidos a partir de células renais segundo a técnica “air
drying”, nitrato de prata foi utilizado para evidenciar as Regiées Organizadoras de Nucléolo,
para o estudo de bandas C utilizou-se o tratamento com hidroxido de bario e bandas
fluorescentes foram obtidas com CMA,. Para a familia Tetraodontidae foi observado nas
duas espécies 2n=46 cromossomos sendo a férmula cariotipica para S. festudineus
30M/SM+16A (NF=76) e para S. greeleyi 2dM/ISM+4ST+18A (NF=74). O cariétipo composto
por 2n=46 cromossomos, com a ocorréncia de cromossomos M e SM, é considerado basico
para as espécies da familia Tetraodontidae, embora represente uma condi¢éo derivada para
a ordem Tetraodontiformes, que tem como cariétipo basal 2n=48 cromossomos. As bandas
C positivas evidenciaram para ambas as espécies regides centroméricas, contudo em S.
greeleyi houve também marcagGes teloméricas em alguns pares de cromossomos e em S.
testudineus todo o brago curto de certos cromossomos. Um padrédo de RONs simples foi
observado para as duas espécies. S. testudineus as apresentou em posi¢ao telomérica no
brago curto de um par de cromossomos submetacéntricos, e S. greeleyi na posi¢céo
telomérica em um par de cromossomos acrocéntricos, os quais foram também marcados
pela CMAs. O diodontideo C. spinosus, apresentou 2n=50 cromossomos, distribuidos em
4M+18SM+12ST+16A (NF=84). Da mesma forma que nos tetraodontideos anteriormente,
nao foi verificado heteromorfismo cromossémico sexual para esta espécie. As Ag-RONs se
mostraram positivas na posicdo terminal do brago curto do par 5 (SM), cuja regido foi
também corada positivamente pelo bandamento C e CMA;. Freqlientemente foi observada
associagdo destes cromossomos pela regido das RONs. Bandas C* foram reveladas nos

viil



centrémeros, associadas as RONs e ocupando todo um brago de um par de cromossomos
submetacéntricos. Embora anadlises adicionais deverdo ser realizadas, os resultados do
presente estudo acrescentam dados relevantes para abordagens citotaxondmicas e para
construgao de um cenario consistente da evolugdo cromossdmica para estas familias e para

peixes desta ordem.
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1. INTRODUGAO

1.1. CARACTERISTICAS GERAIS

Os peixes formam o grupo mais numeroso e diversificado entre os
vertebrados, distribuindo-se nas aguas do mundo em grande variedade morfoldgica
e comportamental. Habitam diversos ambientes, podendo ser encontrados em aguas
com salinidades variando de 0 a 100%, e temperaturas entre —2 e 44°C (NELSON,
1994). Aproximadamente 58% das espécies viventes sdo marinhas, 41%
dulciaquicolas e 1% s@o encontradas em ambientes de transigdo, como os estuarios
(MOYLE; CECH, 1982). Aproximadamente 78% dos peixes marinhos vivem em
aguas rasas, de até 200 metros de profundidade, e 13% estdo associados as aguas
oceénicas.

O litoral brasileiro apresenta uma extensido de 8.000 Km, aproximadamente. A
costa do Brasil pode ser dividida em ambientes de plataforma continental e
estuarinos-lagunares. Os estuarios sdo formados devido a amplitude das marés e ao
grande numero de desembocaduras fluviais na regido tropical. Sdo rodeados por
mangues, constituidos de arvores halofiticas e arbustos, sendo habitats pouco
estaveis, com grande variagdo na salinidade e temperatura. Os ecossistemas
estuarinos sdo importantes para 0 desenvolvimento e reprodugéo de varias espécies
de peixes ditas anadromas, as quais migram para o estuario no periodo reprodutivo
e que geralmente possuem alta capacidade de adaptagdo as variagdes abidticas
caracteristicas destes ambientes. Os complexos estuarinos da regido sul-sudeste do
Brasil sdo caracterizados por apresentarem canais no manguezal, chamados
gamboas, responsaveis pelo grande fluxo de matéria orgénica entre continente e
estuario, além de abrigarem adultos e formas juvenis de peixes e crustaceos durante
seu desenvolvimento (ROCHA; FAVARO; SPACH, 2002).



1.2. ASPECTOS FILOGENETICOS DOS TETRAODONTIFORMES

A divisdo Teleostei, € considerada a mais derivada constituinte da Classe
Actinopterygii (BRUM; MOTA 2002), representando o mais numeroso € bem
sucedido grupo de peixes, devido a sua abundancia e diversidade entre os
vertebrados. Correspondem a cerca de 96% de todos os peixes existentes, contendo
segundo NELSON (1984) cerca de 24.000 espécies distribuidas em 45 ordens e
aproximadamente 435 familias. Este numero é mais da metade do nimero de
espécies de vertebrados conhecido. Os teleésteos marinhos sdo extremamente
dispersos, sendo representados principalmente pelos Elopomorpha, Clupeiformes,
Stenopterygii, Scopelomorpha, Paracanthopterygii, Beryciformes, Syngnathiformes,
Scorpaeniformes, Perciformes, Pleuronectiformes e Tetraodontiformes.

Dentro dos teledsteos destacam-se os Acantopterigios, representando um
grupo monofilético caracterizado por algumas estruturas e suas especializagbes
funcionais, tais como aparelho mandibular faringeo € um mecanismo mandibular
proprio, que promove versatilidade na capacidade de protrusdo. Formam 13 Ordens
e estdo divididos em 3 séries, os Atherinomorpha, os Mugilomorpha e os
Percomorpha (NELSON, 1994). Na (ltima é que estdo incluidos os mais
especializados tipos de peixes atuais, como os Perciformes e os Tetraodontiformes.

Os Tetraodontiformes (baiacus e peixe-lua), foram primeiramente reconhecidos
como um grupo natural por Cuvier em 1817. Destaca-se na série Percomorpha por
representarem um dos principais fins-de-linha da irradiagdo dos Teledsteos,
possuindo peculiaridades morfolégicas e genéticas. Com cerca de 330 espécies,
quase todas marinhas, sdo formas circuntropicais e subtropicais, a maioria
ocorrendo em aguas rasas. Morfologicamente sdo muito mais diversificados que
outros grupos de peixes de comparavel niumero de espécies. Atualmente hd um
consenso na monofilia do grupo dos tetraodontiformes por compartiiharem as
seguintes caracteristicas: a regido branquiostegal é coberta por pele com ou sem
escamas, a abertura branquial & muito reduzida, ndo se estendendo para baixo da
base da nadadeira peitoral e todos os membros perderam os 0ssos orbitais,
parietais, nasais, 0s canais sensoriais nos 0ssos do cranio e o espinho da nadadeira
anal (TYLER, 1980).
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Com relagdo ao parentesco dos demais peixes e a Ordem Tetraodontiformes,

duas suposi¢des sao postuladas: a primeira é que sdo todos Perciformes, e a outra,
que s&o um subgrupo dos Perciformes. Para PATTERSON (1964) a sub-ordem
Acanthuroidea dos Perciformes pode ser o grupo irmdo dos Tetraodontiformes,
devido a semelhanga entre os balistideos adultos e as larvas de Acanthuroidea,
podendo eles terem surgido por pedomorfose dos Acanthuroides. Enquanto que
TYLER (1980), os considera derivados do grupo dos pos-perciformes (aceita pela
maior parte dos sistematas). Para NELSON (1994) os Tetraodontiformes sdo grupo
irmao dos Perciformes ou Zeiformes sugerido por estudos morfoldgicos. Conforme
Nelson (1994), se reconhece nove familias dos Tetracdontiformes: Triacanthodidae,
Triacanthidae, Monacanthidae, Balistidae, Ostraciidae, Triodontidae, Tetraodontidae,
Diodontidae e Molidae.

1.2.1. FAMILIAS DIODONTIDAE E TETRAODONTIDAE

Dentre as familias de Tetraodontiformes, destaca-se Diodontidae e
Tetraodontidae, que relinem 0s peixes popularmente conhecidos como baiacus. A
primeira agrupa os baiacus com apenas duas placas dentarias e recobertos por
espinhos, que podem ser permanentemente eretos ou dobrados para baixo quando
o animal ndo esta inflado, e a segunda os peixes com 4 placas dentarias na boca e o
tegumento liso. Os baiacus s&o basicamente marinhos, mas varias espécies
ocorrem em aguas salobras e doces, em regides tropicais e subtropicais, nos
oceanos Atlantico, indico e Pacifico. De acordo com FIGUEIREDO e MENEZES
(2000), S. testudineus ocorre desde Nova Jersey (EUA) até o estado de Santa
Catarina (Brasil) e S. greeleyi de Honduras até o litoral do Parana. Segundo
NELSON (1994), os tetraodontideos sdo representados por 9 géneros e 121
espécies, ja a familia Diodontidae por 6 géneros e 19 espécies. No litoral
Paranaense a familia Tetraodontidae é representada pelas espécies simpatricas
Sphoeroides testudineus (Linnaeus, 1758) e Sphoeroides greeleyi (Gilbert, 1900).

O estdmago desses peixes é altamente modificado de modo a permitir que
ele infle a tamanhos notaveis. O processo de inflagdo ocorre quando o baiacu,
assustado ou irritado, engole agua para dentro de um diverticulo ventral (pequena
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bolsa) do estdbmago. A deflagdo ocorre ao expelirem a 4gua. Quando retirados da

agua, a inflacdo pode ocorrer com o ar (Fig. 1).

No Brasil possuem baixo valor econébmico devido a presenca da
tetrodontoxina (TTX), que pode ser fatal se ingerida, pois age no sistema nervoso
central e periférico. No peixe ela se concentra na pele, no figado e nas gbnadas,
onde atua como ferormdénio (MATSUMURA, 1995 apud ROCHA; FAVARO; SPACH,
2002). Independente deste motivo, estes peixes tém grande importadncia no
equilibrio tréfico de ecossistemas aquéaticos apresentando como hébito alimentar

invertebrados sésseis.

FIGURA 1 - Aspecto do baiacu quando retirado da agua. Neste caso é o ar que

promove a inflagéo.



1.2.2. SISTEMATICA DO GRUPO TELEOSTEQ

Posicdo taxondmica das duas familias do presente estudo, segundo
NELSON (1994):

Filo Chordata
Subfilo Vertebrata
Superclasse Gnathostomata
Grade Teleostomi

Classe Actinopterygii

Subclasse Neopterygii

Infra-Classe Halecostomi
Divisdo Teleostei
Subdivisdo Euteleostei
Superordem Acanthopterygii
Série Percomorpha
Ordem Tetraodontiformes
Familias Tetraodontidae e Diodontidae

1.3. GENOMA DOS TETRAODONTIFORMES

As evidéncias paleontoldégicas sugerem que a radiagdo dos teledsteos
ocorreu entre 150 e 250 milhdes de anos atras. Uma duplicagcdo do genoma inteiro
em um teledsteo ancestral foi proposta como a matéria-prima genética para explicar
a radiagdo dos teledsteos, porém mais evidéncias sdo requeridas para confirmar
esta hipétese (VENKATESH, 2003). As diferengas quanto ao tamanho do genoma
em diversas linhagens sugere que a expansdo ou a compressdo dos genomas
ocorreu independente em cada linhagem. Enquanto a expansdo parece ser o
resultado de duplicagdes em tandem de locos, de cromossomos ou do genoma
inteiro ou ainda da acumulagdo de seqiiéncias repetitivas, um genoma compacto € o
resultado de dele¢des acumuladas ou consiste no estado primitivo (VENKATESH;
GILLIGAN; BRENNER, 2000).
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O tamanho do genoma, medido em picogramas (pg) de DNA por célula

diploide, varia grandemente nos vertebrados, sendo o maior observado em
Protopterus aethiopicus com 284 pg (PEDERSEN, 1971 apud BRAINERD et al,
2001). Estudos recentes mostraram que os baiacus lisos (familia Tetraodontidae)
tém o menor genoma de todos os vertebrados estimado em 0,7-1,0 picograma
dipléide (~800 Mpb) (HINEGARDNER; ROSEN, 1972), que equivale a oito vezes
menor do que o genoma humano. Entretanto, este tamanho minusculo do genoma
nao é caracteristico de todos os peixes Tetraodontiformes, nem uniforme para todos
os baiacus. Os baiacus espinhos, membros da familia Diodontidae (grupo irmdo de
Tetraodontidae) possuem um genoma que é quase duas vezes maior (1,6-1,8 pg). O
tamanho do genoma nos membros de outras familias de Tetraodontiformes varia
extensamente de 1,14 a 2,26 pg (Fig. 2) (BRAINERD et al., 2001). Contudo, mesmo
possuindo 0 menor genoma, os tetraodontideos tém um repertério similar de genes a
de outros vertebrados, que estdo densamente organizados em cerca de 6kb por
gene, 0 que é proximo ao encontrado em invertebrados (Skb/gene), devido a
reducdo do numero e comprimento dos introns (VENKATESH; GILLIGAN;
BRENNER, 2000; ELMEROT et al., 2002).

Triacanthoidea Monacanthidae Balistidae Ostarciidae Triodontidae Molidae Dlodontidae Canthigasterinae Tetraodontinae
?pg 1.14-1.27pg 1.28-149pg 1.70-2.26 pg ?p8 1.70pg 1.55-180pg 0.86-0,84 pg 0.70-1.00 pg

FONTE: BRAINERD et al., 2001

FIGURA 2 - Escala de tamanho de genomas das familias de Tetraodontiformes
(filogenia baseada em caracteres morfoldgicos).
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A diferenga no tamanho do genoma entre o tetraodontideos e os

diodontideos resultou numa perda de DNA nos baiacus lisos em relagdo a seus
primos (Diodontidae) durante os 50-70 milhdes de anos, desde sua divergéncia
(TYLER, 1980; BRAINERD et al., 2001; TYLER; SANTINI, 2002 apud NEAFSEY;
PALUMBI, 2003). O tamanho do genoma resulta de um contrapeso entre
mecanismos que aumentam seu tamanho, tal como as duplicagGes, insergoes,
elementos transponiveis e poliploidia, e os que tendem a diminuir 0 tamanho, tais
como mecanismos espontaneos de delegdes e reparo do DNA (PETROV, 2001 apud
BRAINERD et al., 2001). Partindo destes pressupostos, uma taxa mais elevada de
delegbes neutralizando as insergdes, pode explicar a contragdo do tamanho do
genoma na familia Tetraodontidae. Logo, sugere-se que o tamanho do genoma dos
baiacus lisos tem diminuido gradualmente em todas as linhagens de Tetraodontidae
desde sua divergéncia dos baiacus espinhos (NEAFSEY; PALUMBI, 2003;
BRAINERD et al., 2001).

Neste contexto, os baiacus s@o particularmente uteis para estudos
gendmicos. O segundo vertebrado a ter seu genoma totaimente sequenciado foi o
tetraodontideo Fugu rubripes, anunciado em (http://fugu.hgmp.mrc.ac.uk), e o
genoma de um outro baiacu, Tetraodon nigroviridis, esta praticamente seqiienciado.
Estas informagdes revelam a importdncia em se usar um genoma compacto de
vertebrado como referéncia para genomas complexos, auxiliando desta forma a
descobrir genes complexos, regulatorios e a arquitetura gendmica. Seus genomas
também oferecem um modelo interessante para compreender as forgas evolutivas
que conduzem a uma reducao no tamanho do genoma (NEAFSEY; PALUMBI, 2003;
BRAINERD et al., 2001; VENKATESH; GILLIGAN; BRENNER, 2000).

1.4. CITOGENETICA DE PEIXES

A citogenética tenta estabelecer relagdes entre variaveis genéticas e
demogréaficas, onde a partir de dados sobre o numero dipldide (2n), o numero
fundamental (NF) e padrbes de diversas técnicas de bandamento, se possam
elaborar padrdes de relacionamento ou filogenias, além da identificacdo de espécies
elou possiveis vias de especiagdo (MATHEY, 1949). O fundamento tedrico que
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sustenta a existéncia da citotaxonomia e da citosistematica, reside no fato de que a

maioria das espécies possui caracteristicas citogenéticas Unicas.

Os primeiros estudos citogenéticos de peixes foram publicados por RETZIUS e
KASTSCHENKO (1890) apud (DENTON, 1973), contudo, até a descoberta e
aplicagdo dos inibidores mitéticos e dos tratamentos hipotonizantes para estudos
das células em divis@o, muito pouco foi feito nesta area. Com a descoberta de outras
técnicas e novos métodos, a partir da década de 70 a citogenética teve um maior
desenvolvimento permitindo atualmente o conhecimento dos cariétipos de um
nuamero bem maior de espécies. Ja foram estudados até o momento em peixes, 0s
cariétipos em coloragdo convencional de 921 espécies, 252 géneros e 44 familias de
aguas continentais (OLIVEIRA; ALMEIDA-TOLEDO; FORESTI, 2000). Estes
nameros, quando comparados aos de mamiferos e outros grupos de seres vivos, se
tornam bastante reduzidos, devido ao fato dos cromossomos da maioria dos peixes
serem bem menores e as técnicas de bandamento ndoc serem tdo resolutivas no
estudo de cromossomos de peixes (BRUM, 1995). Atualmente acredita-se que isso
seja um reflexo da estrutura fisica diferenciada das algas cromatinicas ao longo do
cromossomo metafasico (SAITOH; LAEMMLI, 1994).

Na ictiofauna brasileira, poucos peixes marinhos tém sido cariotipados, quando
comparados as espécies de agua doce. Até o momento, entre as milhares de
espécies existentes, foram cariotipadas aproximadamente 81 distribuidas em 35
familias e 60 géneros (OLIVEIRA; ALMEIDA-TOLEDO; FORESTI, 2000), todas da
divisdo Teleostei. A maioria das espécies estudada é da costa do Rio de Janeiro, e
as demais das costas do Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana, S&o Paulo e
Rio Grande do Norte.

Os niveis de variagao genética inter-populacional de peixes marinhos detectados
por diversos métodos moleculares e enzimaticos sdo, geralmente inferiores aos de
peixes dulciaquicolas. Os Teledsteos marinhos apresentam uma pequena
variabilidade quanto ao nimero cromossémico e grande uniformidade cariotipica.
Como observado entre os Percomorpha, a maioria das espécies apresenta 48
cromossomos (BRUM; GALETTI Jr., 1997; CORREA; GALETTI Jr., 1997; AGUILAR;
GALETTI Jr., 1997). Em Perciformes, a maior ordem entre os Teledsteos atuais, 0
nimero dipldéide 2n=48 cromossomos aparece em aproximadamente 65% das
espécies analisadas até o momento (AFFONSO, 2000). O caribtipo apresentando 48
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cromossomos acrocéntricos € considerado o primitivo dos peixes teledsteos e uma

heranga dos primeiros vertebrados (OHNO, 1970; OHNO, 1974, MURAMOTO;
OHNO; ATKIN, 1968, OHNO; WOLF; ATKIN, 1968). Segundo BRUM (1996), o
2n=48 e NF=48 deveria ser considerado uma sinapomorfia dos grupos Euteleostei e
Clupeiformes, conservada principalmente nas espécies marinhas. Esta peculiaridade
parece estar associada as estruturas populacionais das espécies marinhas, onde o
fluxo génico € menos restrito e a formacgéo de barreiras geogréficas € bem inferior a
detectada em aguas continentais. Com isso tem-se grandes populagdes em
ambiente marinho e uma tendéncia a homogeneizagdo genética entre elas (BRUM,
1995). Segundo CANO et al. (1982) apud AFFONSO (2000) as inversdes
pericéntricas estdo entre os principais mecanismos envolvidos na evolugdo do
caribtipo em teledsteos, levando a alteragdes no numero de bragos cromossémicos.
A maioria das opinides aponta para uma tendéncia no aumento do numero
fundamental (NF), seguida da redugdo de valores 2n.

Também incluidas na série Percomorpha, as espécies da ordem
Tetraodontiformes sdo as que apresentam os caridtipos mais variaveis, com
numeros diploides entre 28 e 52 cromossomos, que BRUM e GALETTI Jr. (1997)
consideram variagdes do cariétipo base dos Percomorpha. Esta ordem possui 339
espécies (NELSON, 1994), no entanto existem informacgdes citogenéticas de apenas
53 (BRUM; GALETTI, 1997, BRUM, 2000). Esta caréncia de estudos provavelmente
reside no fato deste grupo de peixes possuirem um genoma compacto, com
pequenos introns e ndo muitas seqléncias repetitivas (MANDRIOLI et al., 2000 apud
BRUM; MOTA, 2002), gerando dificuldade nas analises cromossdmicas,
principalmente no que se refere a alguns tipos de bandamentos. Com relagdo aos
Tetraodontiformes, este grupo caracteriza-se por ter a menor relagdo entre
DNA/célula dentre os peixes, explicando seus cromossomos reduzidos e as
dificuldades na obtengédo de metafases mitéticas (HINEGARDNER; ROSEN, 1972).
Os “baiacus lisos” pertencentes a familia Tetraodontidae tém o menor genoma de
todos os vertebrados estimado em 0,7 a 1,0 picograma de DNA por célula diplbide
(BRAINERD et al., 2001). A variaggo do numero dipldide na familia é de 2n=28 em
Canthigaster coronata a 2n=46 em Lagocephalus laevigatus, evidenciando a grande
variabilidade cariotipica do grupo.



10
1.4.1. HETEROCROMATINA E REGIOES ORGANIZADORAS DE NUCLEOLO

Técnicas citolégicas ou moleculares podem gerar bandas especificas em
cada regido cromossOmica. Isto facilta a discriminagdo entre caribtipos
aparentemente similares e revelam mecanismos de rearranjos, sendo uteis na
identificagdo de marcadores para espécies e/ou populagbes e no estabelecimento
de homeologias (OZOUF-COSTAZ; FORESTI, 1992 apud AFFONSO, 2000). Com o
desenvolvimento da aplicagdo de técnicas de bandamento C e detecgdo de regides
organizadoras de nucléolos (RONs), grande parte dos peixes cariotipados da costa
brasileira ja foram caracterizados com o0 uso destas metodologias.

A heterocromatina se manifesta por apresentar heteropicnose positiva ou
negativa, que se explica por uma maior ou menor coloragdo relacionada a
condensagdo da cromatina no cromossomo, porém esta ndo é uma caracteristica
diagnodstica. Geralmente, cada cromossomo eucariético possui apenas uma pequena
fragdo de heterocromatina, embora possam também ser inteiramente
heterocroméaticos ou inteiramente eucromaticos. O significado dessa fragdo
heterocromatica € um dos pontos criticos da citogenética atual, com varias
propriedades sendo atribuidas, como facilitar a ocorréncia de rearranjos
cromossdémicos, manter a estrutura do nucleo celular, favorecer o pareamento na
meiose e proteger regides geneticamente ativas (HSU; SPIRITO; PARDUE, 1975;
BIANCHI, 1977; BABU, 1998), porém nem todas sdo constantes ou exclusivas, o
que faz da heterocromatina um material extremamente complexc e dificil de ser
definido. A técnica da banda C em peixes, permite caracterizar regides
heterocromaticas, formadas por DNA altamente repetitivo, sendo que em alguns
casos possibilita identificar cromossomos homodlogos, polimorfismos na
heterocromatina e cromossomos Bs ou sexuais.

Em eucariotos superiores, os genes RNAr sdo organizados como duas
familias muiltigénicas distintas. Uma familia € composta pelo DNAr 45S que possui
uma zona transcrita com uma regido codificante altamente conservada para os
genes de RNAr 5,85, 18S e 28S, os quais se localizam nas regides organizadoras
de nucléolo (RONs). Sido separados por espagadores transcritos internos e externos
seguidos por seqiéncias espagadoras ndo transcritas (NTS) que pode variar
grandemente tanto em extensdo quanto em sequéncia (PENDAS; MORAN,;
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GARCIA-VAZQUEZ, 1993 apud SWARCA, 2003). A outra familia de genes

codifica 0 RNAr 5S e consiste em uma seqiéncia altamente conservada de 120
pares de base (pb) onde cada unidade transcricional & separada por espagadores
ndo transcritos (NTS). As RONs representam uma porgao particularmente variavel
do genoma eucarioto. A caracterizagdo do nimero e posicdo das RONs tem sido
muito utilizada em peixes e pode constituir um excelente marcador citotaxonémico
para alguns grupos (GALETTI et al., 1984; GALETTI, 1998 apud AFFONSO, 2000),
porque podem variar de modo inter e intra-especifico ou inter e intra-individual
quanto ao numero, localizagio, intensidade e tamanho (GOODPASTURE; BLOOM,
1975). Podem estar associadas as constrigdes secundarias e sdo geralmente
observadas ao menos em um cromossomo do conjunto hapléide de cada espécie. A
presencga de uma proteina acidica nas RONs ativas na intérfase anterior a mitose na
qual a célula sofreu fixacdo parece ser responsavel pela coloragdo com nitrato de
prata e na sua consequente identificagdo (HSU et al., 1975). Estas diferengas séo
atribuidas tanto a atividade funcional quanto ac nimero de cistrons ribossomais.
Fluorocromos GC especificos como a cromomicina A; (CMA3) e a mitramicina (MM),
formam complexos estaveis com DNA rico nestas bases (BEHR et al., 1969 apud
AFFONSO, 2000). Um alto grau de guanina e citosina nas regides codificadoras dos
genes de DNAr (SCHIMD, 1980) ou em seqiéncias espacadoras ou repetitivas
adjacentes a eles (PENDAS; MORAN; GARCIA-VAZQUEZ, 1993 apud SWARCA,
2003) parece ser responsavel pela correlagdo da marcagéo destes compostos com
as RONs. Este panorama tem sido encontrado extensivamente nas espécies de
peixes submetidas a esse tratamento (AMEMIYA; GOLD, 1986; GALETTI; RASCH,
1993) e também em outros vertebrados como os anfibios (SCHMID, 1980). Contudo
marcagbes GC positivas adicionais aos sitios ribossomais detectados pela prata
podem ser encontrados revelando sitios inativos de RONs ou meramente regides
heterocromaticas com altas concentragbes de bases GC. Os fluorocromos séo ainda
informativos para confirmar se os heteromorfismos das RONs sdo estruturais € ndo
apenas reflexo da atividade do gene (ROSSI et al. 1996 apud AFFONSO, 2000).
Embora mudangas ocorram na microestrutura dos cromossomos, como
mutacGes de ponto e pequenas inversées e/ou delegdes, varios grupos de peixes
mantém o padrdo de distribuicBo de heterocromatina e regides organizadoras de
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nucléolo (RONs), que podem ser reveladas por técnicas moleculares tais como a

utilizagdo de fluorocromos, enzimas de restrigéo e hibridizagéo in situ.
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2. OBJETIVOS

= Este trabalho visa caracterizar citogeneticamente populagdes naturais de
duas espécies de tetraodontideos e uma de diodontideo (Tetraodontiformes)
provenientes do litoral do Parana.

» Estudo do bandamento cromossdmico para a caracterizagdo das Regides
Organizadoras de Nucléolo e da heterocromatina constitutiva pelas
metodologias da Ag-RON, bandamento C e de coloragdo por fluorocromos
base-especificos (CMAs).

* Comparar os resultados obtidos com os ja descritos na literatura;

= A partir dos resultados inferir sobre evolugdo cariotipica e as relagdes
filogenéticas dos Tetraodontiformes.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. MATERIAL

Foram estudados exemplares das espécies de Sphoeroides greeleyi (Fig. 3A),
Sphoeroides testudineus (Fig. 3B) e Cyclichthys spinosus (Fig. 4), coletados na
Gamboa do Rio Baguacu, baia de Paranagua, municipio de Pontal do Parana, litoral
paranaense (Fig. 5).

A)

B)

FIGURA 3 - Exemplares de S. greeleyi (A) e S. tesludineus (B). Tamanho
aproximado de 13 cm.
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FIGURA 4 — Exemplar adulto de Cyclichthys spinosus, medindo cerca de 12 cm.

FONTE: Centros de Estudos do Mar (CEM) da Universidade Fedesal 6o Parand.

FIGURA 5 — Localizagdo da Gamboa do Rio Baguagu (seta branca) na Baia de
Paranagua.
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3.2. METODOS

3.2.1. Coletas

Os peixes foram coletados com rede de arrasto com malha de 1,2 ¢cm entre nos,
a qual foi estendida em forma de meia lua e em seguida arrastada por duas pessoas
até a margem da praia {Fig. 6). Os peixes capturados foram mantidos em recipientes
com agua devidamente aerados para o transportie ao Laboratéric de Citogenética
Animal no Setor de Ciéncias Biolégicas — UFPR (Curitiba-PR). No laboratério os
animais foram sacrificados e imediatamente protocolados com numero, sexo e
procedéncia sendo entdo tombados em formol no acervo do laboratério. O sexo dos
animais foi determinado e catalogado através da analise microscopica de suas
gdnadas.

FIGURA 6 — Metodologia empregada na coleta com a rede de arrasto (picarée).
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3.2.2. Obtengao de metafases mitdticas

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

(FENOCCHIO et al., 1991) com algumas modifica¢des, que consistiu nas etapas

seguintes:

Retirou-se a porg¢ao anterior do rim com aproximadamente 3 mm? e transferiu-se
para uma placa de Petri contendo 5 ml de meio de cultura RPMI (filtrado) com
antibiético e 20% de soro bovino fetal;

O material foi desagregado com pingas de dissec¢do e com o auxilio de uma
seringa de vidro desprovida de agulha, através de aspiragdes e expiragdes
suaves sobre o fundo da cuba;

Incubou-se a cultura celular em estufa a 27°C por 6 horas;

Ao fim das 6 horas, acrescentou-se uma solu¢ao diluida de colchicina 0,025%
deixando agir por 1 hora;

O material foi entdo transferido para um tubo de ensaio e centrifugado por 10
minutos a 800-900 rpm;

O material foi descartado e o tubo completado para 10 mi com solug@o hipotdnica
(KCl,q. 0,075M). No tubo de centrifuga o material foi mantido a 27°C por 40
minutos;

Em seguida foi feita a pré-fixagdo adicionando cerca de 10 gotas de fixador (3
metanol ; 1 acido acético glacial);

O sobrenadante foi retirado e foram acrescentados 10 mi de fixador
ressuspendendo suavemente com pipeta Pasteur.

O passo anterior foi repetido trés vezes, sendo que apés a Ultima centrifugagdo
foi deixado 1,5 ml armazenado em microtubo do tipo Eppendorf em freezer a —
20°C;

As preparagdes cromossOmicas foram realizadas pela técnica “air drying” e
coradas com Giemsa 5% em tampéao fosfato por 10 minutos.

3.2.3. Coloragao Convencional — Giemsa

A colorag@o tradicional (Giemsa 5% em tampdo fosfato, pH 6,8 por 10

minutos), permite a andlise do numero, morfologia e férmula cromossémica. Na
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preparacao, foram pingadas duas gotas do material previamente ressuspendido,

em uma lamina sobre vapor de agua a 60°C. Foram montadas para cada protocolo

de coloragdo e bandamentos pelo menos 10 Iaminas.

3.2.4. Bandamento C

A técnica utilizada para a identificagdo de bandas C foi a de SUMNER (1972)

com algumas modificagdes:

Depois de montadas, as laminas foram “envelhecidas” em estufa de 45°C por 1
dia.

As preparagfes cromossémicas foram merguthadas em acido cloridrico (HCI)
0,2M por 15 minutos a temperatura ambiente, em seguidas lavadas com agua
destilada;

Em seguida foram mergulhadas por 50 segundos numa solugdo de Hidroxido de
Bario (Ba(OH)z) 5% a 60°C;

A lamina foi entdo rapidamente lavada em HCI 1N a 60°C e depois em agua
destilada;

A lamina foi entdo colocada em solugdo salina de 2XSSC a 60°C em banho
termostatico por 1 hora;

Por fim foi lavada com agua destilada e corada com Giemsa a 10% por 20

minutos:

3.2.5. Coloragdo Ag-RON

Esta técnica foi usada para evidenciar as Regides Organizadoras de Nucléolos

(RONSs) por impregnagao argéntica, conforme HOWELL e BLACK (1980):

Foram pingadas de 2 a 3 gotas da solugdo celular, estocadas nos eppendorfes,
sobre uma lamina limpa e em seguida colocada por no minimo 1 dia em estufa a
45°C (“envelhecimento”).

Apods o “envelhecimento” as laminas foram mergulhadas em acido cloridrico (HCI)
0,2M por 3 minutos e posteriormente lavadas;

Em seguida foram colocadas sobre o filme celular 2 gotas de Nitrato de Prata
(AgNO3) a 50% e 1 gota de gelatina;
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= As gotas foram misturadas suavemente e cobertas em seguida com uma

laminula;

* A lamina foi colocada dentro de uma cdmara Gmida e incubada em estufa a 60°C
até que a preparagao adquiriu uma colorag¢do marrom-dourado;

= Em seguida a lamina foi lavada com agua corrente e deixada secar ao ar;

* Quando necessario, a lamina foi colocada por 30 segundos com Giemsa 2% em
tampéo fosfato pH 6,8 para retirar o excesso de brilho do AgNO;.

3.2.6. Fluorocromo Cromomicina Az

A técnica utilizada foi a descrita por SCHMID (1980) com modificagdes:

Para a obtengéo da solugéo de cromomicina A3, foi dissolvido 5,0 mg de CMA;
em 5 ml de tampao Mclivaine (pH 7,0) e adicionado 0,1 ml de Cloreto de Magnésio
(50 mM) + 49 mi de agua destilada. A Cromomicina foi deixada para dissolver
lentamente na geladeira e no escuro por alguns dias, antes de usar.

As etapas foram as seguintes:

* Foram pingadas laminas e deixadas “envelhecer” pdr um dia na estufa a 45°C,;

= Foi colocado 50 ul da solugéo de cromomicina Az sobre a lamina, que foi coberta
com uma laminula. O conjunto foi deixado corar por 90 minutos no escuro;

s Escorrer a laminula e lavar a lamina, em agua corrente, em jatos fortes, por
aproximadamente 1 minuto;

* Deixar a lamina secar ao ar e monta-la com uma nova laminula, utilizando meio
de solugdo de sacarose saturada, filtrada antes do uso,

» Deixar a lamina guardada a temperatura ambiente, no escuro, por no minimo 15
dias antes de analisa-la (para aumentar a estabilidade do fluorocromo) em
fotomicroscopio de epifluorescéncia, com filtro 450-490 nm (zona de excitagdo do

azul).
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3.2.7. Montagem e Analise dos Cariétipos

As météfases selecionadas foram fotografadas em microscépio Carl Zeiss,
com objetiva 100X de imersdo com filtro verde. O filme utilizado foi Imagelink HQ, e
para revelacdo se utilizou Dektol (Kodak) por aproximadamente 2 minutos a 20°C e
em seguida fixagdo (Kodak) por 10 minutos. O fiime foi entdo lavado em agua
corrente por 60 minutos e deixado secar ao ar. As copias das fotos foram feitas em
papel Kodabromide F3 esmaltado e reveladas em Dektol diluido em agua (1:2). As
melhores fotos tiveram os cromossomos recortados e montados aos pares em ordem
decrescente de tamanho e morfologia. Também se utilizou um sistema de captura de
imagens, com microscopio Carl Zeiss Axiophot acoplado a este o sistema Applied
Spectral Imagem. As andlises cromossdmicas foram realizadas no computador
através do software Case Data Manager Expo 2.0, e as medi¢cdes cromossémicas
foram feitas com o software Corel Draw 9 para a determinagao da relagéo entre os
bragos (RB).

Para o calculo do NF os cromossomos metacéntricos (M), submetacéntricos
(SM) e subtelocéntricos (ST) foram considerados como bibraquiais, enquanto que os
cromossomos acrocéntricos (A) constituidos por um unico brago.
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A classificagdo dos cromossomos quanto a relagdo entre os bragos foi
seguida conforme LEVAN, FREDGA e SANDBERG (1964), determinando os tipos a

Metacéntrico (M)
Submetacéntrico (SM)
Subtelocéntrico (ST)
Acrocéntrico (A)

RB=1,00a1,70
RB=1,7123,00
RB=3,01a7,00
RB > 7,01
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4. RESULTADOS

4.1. FAMILIA TETRAODONTIDAE

Foram analisados 11 exemplares da espécie Sphoeroides greeleyi (10
fémeas e 1 macho) e 15 de Sphoeroides testudineus (2 fémeas e 13 machos). Com
o objetivo de obter resultados satisfatérios para os estudos citogenéticos, foram
testados diversos tempos para 0 meio de cultura, para o inibidor mitético e para a
solugcdo hipoténica. Os melhores resultados foram obtidos em culturas de 8 horas
com uma hora de repouso em Colchicina, seguida de solugdo hipotonica por 40
minutos. Notou-se que quanto maior o tempo de agdo da Colchicina maior foi o
numero de metafases encontrado, porém o grau de condensagdo aumenta € a
morfologia dos cromossomos se torna mais dificil de ser determinada. Nem todos 0s
espécimes mostraram resultados satisfatérios, devido a contaminagdo de alguns
meios de cultura, aos tempos inadequados nos reagentes ou a outros fatores
desconhecidos. Nao foram encontradas diferengas cromossémicas entre exemplares
machos e fémeas nas duas espécies em questao.

4.1.1. Sphoeroides greeleyi

Dos 11 exemplares coletados, somente quatro apresentaram resultados
suficientes para as analises cromossdmicas. O cariétipo mostra um numero dipléide
modal de 46 cromossomos distribuidos em 24 cromossomos metacéntricos e
submetacéntricos (M-SM), 4 cromossomos subtelocéntricos (ST) e 18 acrocéntricos
(A) perfazendo um numero fundamental (NF) de 74 (Fig. 7A).

Com relagdo a microestrutura cromossOmica observada, as bandas C
positivas foram visualizadas nas regides centroméricas, em sua maioria e
teloméricas em alguns pares (Fig. 8). A coloragdo com nitrato de prata revelou um
padrdo de RONs simples na posicao telomérica em um par de cromossomos
acrocéntricos (Fig. 9), o mesmo acontecendo com a aplicagdo de fluorocromo
Cromomicina A; GC-especifico (Fig. 10).
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FIGURA 7 — Caridtipos de Sphoeroides greeleyi (A) e Sphoeroides testudineus (B),

2n=46 com (NF=74) e (NF=76) respectivamente.
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FIGURA 8 - Padrdo de bandas C em S. greeleyi. Cromossomos com
heterocromatina C* localizada nos teléomeros (setas vermelhas) e

nos centrédmeros (setas azuis).
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FIGURA 9 - Coloragdo com nitrato de prata em Sphoeroides greeleyi indicando as
Regides Organizadoras de Nucléolp (setas).
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FIGURA 10 - Coloragdo com CMA3. As setas indicam os ¢cromossomos portadores

de regides ricas em G-C.

4.1.2. Sphoeroides testudineus

Foram analisados 15 exemplares de Sphoeroides testudingus, € em apenas
cinco foram encontradas metafases que serviram para se obter 0 numero dipléide e
aplicar as técnicas de bandamento C ¢ RON. O numero dipléide modal foi de 46
cromossomos e a formula cariotipica composta por 30 Meta-Submetacéntricos (S-
SM) e 16 acrocéntricos (A), totalizando um numero fundamental (NF) de 76 (Fig.
7B). Quanto aos bandamentos cromossémicos, a banda C apresentou marcagdes
heterocromaticas em posigoes centroméricas na maioria dos Cromossomos € em
alguns cromossomos com dois bragos, os curtos parecem ser totalmente
heterocromaticos (Fig. 11). As Ag-RONs se mostraram positivas na posi¢ao

telomérica do brago curto de um par de cromossomos submetacéntricos (Fig. 12).
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FIGURA 11 - Bandas C em Sphoeroides testudineus. As setas indicam em alguns

cromossomos regides heterocromaticas ocupando todo um braco.

FIGURA 12 - Metafase de Sphoeroides testudineus corada com prata. As setas

indicam o par portador das RONs.
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4.2. FAMILIA DIODONTIDAE

Foram coletados 4 exemplares da espécie Cyclichthys spinosus (1 fémea, 2
machos € 1 de sexo nado identificado). Todos promoveram resultados bastante
satisfatérios com os mesmos tempos, na soluga hipoténica e colchicina, utilizados
para as espécies da familia Tetraodontidae.

O numero dipléide encontrado foi de 50 cromossomos, sendo o caribtipo
constituido por 4 metacéntricos (M), 18 submetacéntricos (SM), 12 subtelocéntricos
(ST) e 16 acrocéntricos (A) e um namero fundamental (NF) igual a 84 (Fig. 13). Da
mesma forma que para as espécies anteriores, nao foi verificado sistema de
Cromossomos sexuais.

Ap6s a impregnagdo por nitrato de prata, foram observadas marcagdes
positivas em posigdo terminal no brago curto do terceiro par de cromossomos
submetacéntricos (par 5) (Figs. 13, 14 e 17). Frequentemente estes cromossomos
estdo associados pela regido de heterocromatina associada as RONs (Fig. 14). A
analise por ﬂuorocromo GC especifico em C. spinosus revelou sitios CMAz;"
coincidentes em localizagdo com as Ag-RONs (Fig. 15). Nenhuma regido
heterocromatica além daquela associada as RONs mostrou-se rica em bases GC.
Quando submetida ao bandamento C, segmentos heterocrométicos centroméricos,
associados as RONs e ocupando todo um brago de um par de cromossomos
submetacéntricos foram revelados para esta espécie (Fig. 16).

A figura 17 ilustra de os resultados ja apresentados anteriormente no que se
refere aos cromossomos portadores das RONs apds as diferentes técnicas de
coloragao e bandamentos empregadas.
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FIGURA 13 — Caridtipo de C. spinosus com 2n=50 cromossomos e NF=84. Em

destaque o par portador das regides organizadoras de nucléolc apés
impregnacgao por nitrato de prata.
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FIGURA 14 - Metafases coradas com Giemsa (A) e seqiiencialmente com AgNQO;

(B). Associagdo entre os cromossomos portadores das RONs
constada também pelo bandamento C.



FIGURA 15 = Caoloragdo com CMA; destacando os cromossomos com regides ricas

em bases G-C.
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FIGURA 16 — Bandas C. Segmentos heterocromaticos ocupando todo um brago
(setas azuis) e associados as RONs (setas vermelhas).
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FIGURA 17 -~ Cromossomos portadores das RONs na especie C. spinosus apds as

respectivas técnicas de coloragao e bandamento utilizadas.
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5. DISCUSSAOQ

5.1. FAMILIA TETRAODONTIDAE

Quanto ao género Sphoeroides, das espécies que ocorrem no Brasil até o
momento foram cariotipadas, S. fyleri (BRUM, 2000), S. spengleri e S. greeleyi
(BRUM; OLIVEIRA; GALETTI, 1995), todas da costa do Rio de Janeiro. As trés
especies mostraram 2n=46 cromossomos, porém diferentes valores de NF. Os
resultados obtidos por BRUM, OLIVEIRA e GALETTI (1995) para Sphoeroides
greeleyi mostraram o mesmo numero dipldide, e um nimero fundamental de 70,
enquanto que no presente trabalho, o valor do NF é de 74 (Fig. 5A). Esta diferenga é
explicada pelo fato de que no trabalho supra citado, os cromossomos
subtelocéntricos foram considerados como detentores de um brago cromossdmico,
enquanto que no presente estudo optamos por considerar estes cromossomos como
portadores de dois bragos, norma esta estabelecida no | Simpésio de Citogenética
Evolutiva e Aplicada de Peixes Neotropicais em 1986. Apesar disso, devido ao
reduzido tamanho, ao grau de condensagdo do cromossomo e da qualidade das
metéfases nem sempre & possivel fazer uma perfeita distingdo entre cromossomos
subtelocéntricos e acrocéntricos (AFFONSO et al., 2002).

A outra espécie estudada, Sphoeroides testudineus, da mesma forma que
outros tetraodontideos, mostra um cariétipo com 2n = 46 cromossomos perfazendo
um numero fundamental de 76 (Fig. 5B). Os resultados corroboram com os de
FRANCIOSI (2000), que estudaram esta espécie também da costa paranaense,
entretanto o valor determinado para o NF foi 78. Esta divergéncia mostra novamente
a dificuldade em estabelecer os tipos cromossémicos nestes peixes, o que faz
persistir a divida sobre o verdadeiro valor do NF nos cariétipos descritos para o
género (BRUM; OLIVEIRA,; GALETTI, 1995; FISCHER et al., 2000).

As espécies da familia Triacanthidae apresentam um cariétipo (2n=48,
NF=48) (CHCUDHURY; PRASAD; DAS, 1982), indicando desta forma que este é o
cariotipo basal também para os Tetraodontiformes. Contudo para a familia
Tetraodontidae, os numeros dipldides variando de 28 a 46 cromossomos (Tab. 1),
representam derivagdes do cariétipo de Triacanthidae (BRUM; OLIVEIRA; GALETTI,
1995). Pode-se entdo tentar tragar duas linhas evolucionarias para a ordem: (1) a
linha Triachantidae, mais primitiva com 2n=48; e (2) a linha mais derivada formada
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por Balistidae, Diodontidae, Tetraodontidae entre outras, nas quais 2n=46 pode

ser considerada uma condigdo plesiomérfica (ARAI; NAGAIWA, 1976 apud BRUM,;
OLIVEIRA; GALETTI, 1995).

A microestrutura cromossdmica observada nas duas espécies, concorda com
os padrdes de bandas C e RONs para peixes marinhos. Entre os peixes, ha uma
tendéncia a presenga de blocos heterocromaticos centroméricos e teloméricos
(GOLD; AMEMIYA; ELLISON, 1986; FORESTI; ALMEIDA-TOLEDO; TOLEDO
FILHO, 1989 apud CORTINHAS; CESTARI;, FENOCCHIO, 2002). Sphoeroides
greeleyi no presente trabalho, além das bandas heterocromaticas centroméricas,
possui mais de 2 pares de cromossomos com regides C* na posi¢éo telomérica (Fig.
6), discordando com o resultado obtido por BRUM e MOTA (2002) para esta espécie
do litoral do Rio de Janeiro. Esta diferenga pode ser devido a inversdes
pericéntricas, um rearranjo comum em euteledsteos marinhos (GALETTI et al., 2000;
CANO et al., 1982 apud BRUM et al., 2001). As Ag-RONs estdo na posi¢do terminal .
de um par de cromossomos acrocéntricos (Fig. 7), confirmando os resultados ja
obtidos para esta espécie por BRUM e MOTA (2002). Este padrao de RONs simples,
em que apenas 2 cromossomos apresentam marcagdes € considerado comum nao
sO para os teledsteos, mas para a grande maioria dos vertebrados (SCHMID, 1980 ;
AMEMIYA e GOLD, 1986). Fluorocromos especificos como a mitramicina e a
cromomicina A;, sdo normalmente utilizados em peixes para detectar algumas
regides heterocromaticas ricas em GC, como também para evidenciar as RONs, pois
estas regides estdo associadas a familias de DNA ricas em GC na maioria das
espécies de peixes (PENDAS; MORAN; GARCIA-VAZQUEZ, 1993 apud SWARCA,
2003). O tratamento com CMA; mostrou correspondéncia entre os sitios Ag-RONs e
os sitios CMA; positivos. Até o momento ndo se tem descrito, para o género
Sphoeroides, resultados utilizando fluorocromos base especificos.
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TABELA | - Dados cariotipicos de representantes da familia Tetraodontidae

Familia Espécie 2n NF Referéncia
Arothron hispidus 42 78  Natarajan e Subrahmanjan 1974
A. immaculatus 42 72  Arai e Nagaiwa 1976
A. immaculatus 42 68  Choudhury et al. 1982
A. leopardus 40 68 Choudhury etal. 1982
A. nigropunctatus 38 72  Arai e Nagaiwa 1976
A. reticulans 42 68  Choudhury et al. 1982
Canthigaster coronata 28 36  Arai 1983
C. rivulata 34 44  Arai e Nagaiwa 1976
Chelonodon patoca 40 70  Arai e Nagaiwa 1976
Fugu rubripes 44 64  FishBase

Tetraodontidae Fugu chrysops 44 64  Arai e Nagaiwa 1976
F. niphobles 44 64  Arai e Katsuyama 1973
F. pardalis 44 - Arai 1983
F. poecilonotus 44 - Arai 1983
Lagocephalus lunaris 44 68  Choudhury et al. 1982
Monotreta palambangensis 42 - Hinegardner e Rosen 1972
Sphoeroides greeleyi 46 70 Brumetal 1995
S. testudineus 46 78  Franciosi 2000
S. spengleni 46 64 Brumetal 1995
Tetraodon cutcutia 42 72  Khuda-Bukhsh e Barat 1987
T. fluviatilis 42 50 Mandrioli et al. 2000
T. nigroviridis 42 84  Fischer et al. 2000
T. palembangensis 42 - FishBase

2n=numero dipléide; NF=namero fundamental de bragos cromossémicos
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O presente estudo exibe informagdes inéditas quanto a distribuicdo da

heterocromatina e das regides organizadoras de nucléolos em Sphoeroides
testudineus. O bandamento C evidenciando principalmente regides centroméricas e
em alguns cromossomos todo um bragco menor (Fig. 8), mostrando um padrao
divergente dos ja observados para o género Sphoeroides. Apesar disso 0sS
resultados sdo similares aos obtidos para Tetraodon nigriviridis (FISCHER et al.,
2000), que utilizou DAPI, um fluorocromo base-especifico que revela
heterocromatina essencialmente rica em AT. Blocos heterocromaticos ocupando
todo um brago de mais de um cromossomo bibraquial, sugere que possivelmente
este cromossomo pode ter evoluido de um acrocéntrico por progressiva acumulagao
de sequliéncias repetitivas (FISCHER et al., 2000) e posterior inversdo pericéntrica.
Assim sendo, seria interessante ampliar os estudos com relagdo ao padrao de
distribuicdo da heterocromatina em S. testudineus, utilizando DA/DAPI para
comprovar se os bragos heterocromaticos destes cromossomos também sao ricos
em pares de base AT, como sao em Tetraodon nigriviridis. Nao € a primeira vez que
ocorrem comparagdes entre os géneros Sphoeroides e Tetraodon pertencentes a
familia Tetraodontidae. BRUM e MOTA (2002) também discutiram a similaridade da
distribuicdo da heterocromatina entre S. greeleyi e T. fluviatilis (MANDRIOLI et al,,
2000 apud BRUM; MOTA, 2002), o que vém constatar a proximidade filogenética
entre estes dois géneros. Um padrdao de RONs simples também foi constatado em S.
testudineus, contudo estd em posigdo telomérica de um par de cromossomos SM
(Fig. 9). O tratamento com o fluorocromo Cromomicina A; nao proporcionou

resultados satisfatorios nesta espécie.
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5.2. FAMILIA DIODONTIDAE

Dados cariotipicos desta familia correspondem a uma infima parcela dos ja
realizados para a ordem Tetraodontiformes. Da costa do Japéo, foi descrito para
Diodon bleekeri, um cariétipo com 2n=46 cromossomos (ARAlI E NAGAIWA, 1976
apud BRUM, 2000) e da costa brasileira até 0 momento, apenas uma espécie foi
cariotipada, Chilomycterus spinosus (BRUM, 2000) apresentando 2n=52
Cromossomos.

No presente trabalho & descrito para Cyclichthys spinosus, 0 nimero diploide
de 50 cromossomos e NF=88 (Fig. 11). O valor do 2n>46 cromossomos pode ser
uma evidéncia de fissGes céntricas, sugerido por ARAlI E NAGAIWA, 1976 apud
BRUM, 2000. O valor do 2n=50 e a presen¢a de varios cromossomos com dois
bragos encontrado em Cyclichthys spinosus, pode ter sido resultado de fissdes
céntricas e inversdes pericéntricas, respectivamente. Logo, o alto valor do numero
dipldide pode corresponder a uma caracteristica derivada entre os
Tetraodontiformes, uma vez que apresentam como caridtipo basal 2n=48
Cromossomos.

A presenca de sitios ribossomais em um Unico par de cromossomos esta
normaimente associada aos padrdes de distribuicdo de RONs em peixes (SCHMID,
1980). Seguindo um padrdao de outros teledsteos modernos, as regides
organizadoras de nucléolo de C. spinosus estdo situadas em posi¢gdo terminal no
brago curto de um par de cromossomos com dois bragos (par 5) (Figs. 11 e 12).
Como demonstrado, foi comum nas metafases somaticas a associagdo entre os
cromossomos portadores das RONs (Fig. 12). Associagdo de RONs vem sendo
descrita em varias espécies de vertebrados, ocorrendo em cromossomos homaologos
ou ndo homodlogos, sendo menos freqiente a presenga de mais de dois
cromossomos (DENTON; HOWELL; BARRET, 1976). A associagao pode facilitar a
troca de segmentos gerando um heteromorfismo de tamanho dessas regiées entre
os cromossomos do par, entretanto isto ndo foi observado para esta espécie.
Também foi verificado que o par cromossémico portador da RON (par 5) além de
apresentar bandas C positivas (Figs. 12, 14 e 15), é fluorescente apds a utilizagéo
do fluorocromo CMA; (Fig. 13 e 15), demonstrando que a heterocromatina intercalar
presente nesta regido também é rica em pares de base GC. A CMA3; em peixes tem
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revelado uma afinidade com RONs, uma vez que a associagdo de

heterocromatina rica em bases GC e genes ribossomais & considerada comum em
teledsteos (AMEMIYA e GOLD, 1986). A presenca de heterocromatina congruente
as RONs parece contribuir para as altas taxas de rearranjos cromossémicos, uma
vez que servem de embasamento a probabilidade da ocorréncia de inversbes
pericéntricas envolvendo estas regides. Sabe-se que a heterocromatina formada
geralmente por DNA repetitivo, pode ser mais propensa a modificagdes,
desempenhando um papel basicamente estrutural na evolugdo cariotipica
(WICHMAN et al., 1991 apud AFFONSO, 2000).

A detecgdo da heterocromatina visualizada pelo bandamento C na espécie C. .
spinosus revelou um padrdo comum e conservado entre os vertebrados pela
presenga de segmentos centromeéricos e associados as RONs (VERMA, 1988; IMAI,
1991 apud AFFONSO, 2000). Contudo, além dessas marcagdes 1 par de
cromossomos com dois bragos apresentaram grandes blocos heterocromaticos
ocupando todo o brago menor (Fig. 16). Esta peculiaridade, que foi também
encontrada para a espécie Sphoeroides testudineus (familia Tetraodontidae) no
presente estudo, sugere que segmentos heterocromaticos foram adicionados a
cromossomos antes acrocéntricos e que apds terem sofrido inversdes, originaram o
cromossomo com a conformagdo atual. A maior relevancia da adigdo de
heterocromatina estaria em proporcionar uma reorganizagdo cariotipica e
diversidade cromossémica. E proposto ainda que o desenvolvimento de blocos
heterocromaticos no brago curto de varios cromossomos seja um mecanismo
importante de estabilizagdo de cromossomos recém formados por fissdes céntricas
(IMAI, 1993 apud AFFONSO, 2000).

Até o momento ndo se tinha ainda qualquer dado cariotipico para esta
espécie de baiacu, sendo portanto de fundamental importancia as informagdes
contidas no presente estudo para uma melhor descri¢do do cariétipo e compreensao
da evolugdo cromossdmica para este grupo de peixes.

No litoral do Parana, poucas espécies ja foram estudadas sob o ponto de
vista citogenético (RAMALHO; FENOCCHIO; CESTARI, 2001; CORTINHAS;
CESTARI; FENOCCHIO, 2002; FRANCIOSI e CESTARI, 2000; CIPRIANO, 2002),
representando muito pouco do espantoso potencial desta regido para realizar

estudos desta natureza. Portanto podemos colocar como proposta futura sequencial



a este trabalho a aplicagdo de técnicas como coloragdo com outros fluorocromos
base-especificos, enzimas de restricdo e hibridagao in situ.
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6. CONCLUSOES

Familia Tetraodontidae

O numero dipléide encontrado para S. greeleyi e S. testudineus é o mesmo
reportado por autores que ja os estudaram, contudo ha divergéncias quanto
aos valores do nimero fundamental (NF).

O padrdao de Bandas C pode ser utilizado como um marcador, ja que se
mostra bastante distinto entre as duas espécies, da mesma forma que a

localizagdo das Regides Organizadoras de Nucléolos

Familia Diodontidae

O valor do numero dipldide, a morfologia e 0 tamanho dos cromossomos
corroboram com o fato do genoma desta familia ser duas vezes maior se

comparado com o dos tetraodontideos.

A heterocromatina apresentou um padrao caracteristico que sugere ter se
originado por adi¢do de heterocromatina e posterior inversao pericéntrica.
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