THAIS SAAD SCZEPANSKI

Analise Citogenética de Atherinella brasiliensis
pertencentes a Baia das Laranjeiras (PR)

Monografia apresentada a disciplina
de Estagio em Genética (BG016), do
Curso de Ciéncias Biologicas da
Universidade Federal do Parana,
para obtencao do grau de Bacharel
em Ciéncias Biolégicas.

Orientadora: Prof? Dr® Marta
Margarete Cestari

CURITIBA
2005
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magia nas méos,v e quem tem esse
poder, modifica o mundo e transforma

desejos em realidade.”
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RESUMO

A espécie Atherinella brasiliensis pertence a ordem Atheriniformes e a familia
Atherinopsidae. Esta familia possui cerca de 46 géneros e 200 espécies sendo
seus representantes conhecidos popularmente como “peixes-rei”. Possuem uma
ampla distribuicdo geogréfica, sendo encontrados praticamente no mundo inteiro
com uma confusa taxonomia. Ocorrem em ambientes marinhos, estuarinos e
limnicos, porém, com maior freqiiéncia em aguas costeiras. Apesar de seu
pequeno porte (10 a 16 cm), a A. brasiliensis ocorre em abundancia o que a torna
utilizada pelos pescadores como fonte complementar de renda ou mesmo
alimento. Andlises citogenéticas foram realizadas em uma populagdo de
Atherinella brasiliensis provenientes da Baia das Laranjeiras — Baia de Paranagua

(PR). Nos 44 exemplares (15 fémeas e 29 machos) detectou-se um numero -

dipl6ide modal de 48 cromossomos com férmula cariotipica de 4M, 14SM, 18ST,
12A, perfazendo um numero fundamental de 84. Estudos realizados na Baia de
Paranagua, com a mesma espécie, detectaram 2n=48, mas divergentes nameros
fundamentais. Relatou-se, ainda, a ocorréncia de diferentes citétipos diferindo na
morfologia cromossémica. Mesmo sendo incomum em peixes marinhos, devido a
estrutura populacional e a homogeneidade do ambiente, isto pode refletir um
processo de evolugcdo biolégica. Contudo também pode ser conseqiiéncia do
tamanho reduzido ou do grau de condensagdo do cromossomo, pois hnem sempre
e possivel fazer uma perfeita distingdo entre cromossomos subtelocéntricos e
acrocéntricos, fazendo com que o NF ndo possa ser determinado seguramente.
Os Atheriniformes possuem cariétipos derivados, vista a divergéncia no nimero de
bragos cromossdémicos frente ao padrdao de Perciformes (NF=48), evidenciando a
ocorréncia de inversdes pericéntricas durante a evolugao cariotipica deste grupo.
Nao foi detectado heteromorfismo cromossémico sexual, uma vez que nao foram
observadas diferengas entre os cariétipos de fémeas e machos analisados.
Quanto a microestrutura cariotipica, as RONs seguiram um padrdo comum em
peixes marinhos com apenas um par de cromossomos marcados. As bancas C
marcaram regides centroméricas, pericentroméricas e com varios cromossomos
do complemento apresentando grandes blocos heterocromaticos. Os resultados .
do presente estudo acrescentam dados relevantes para abordagens
citotaxondmicas e comparagées com outras populagées do litoral brasileiro, além
de permitir chegar mais préximo a uma real histéria evolutiva desta espécie e do
grupo como um todo. -

vi



1 INTRODUGAO

1.1 Caracteristicas Gerais

Em rochas datadas do final do Cambriano (cerca de 450 milhdes de anos
atras) foi possivel evidenciar restos de organismos que, ao longo da historia
geologica da Terra, viriam a se tornar o grupo mais numeroso e diversificado entre
os vertebrados, os peixes (NELSON, 1994).

Estima-se que existam mais de 24.500 espécies de peixes, que
correspondem a mais da metade das formas vivas de vertebrados. Habitam diversos
ambientes, podendo ser encontrados em aguas com salinidades variando de 0 a
100%, e temperaturas entre —2 e 44° C (NELSON, 1994). Do total de espécies de
peixes conhecidas, cerca de 60% das espécies vivem no ambiente marinho
(BERRA, 1981). A maior parte das espécies marinhas habitam as zonas costeiras
(NELSON, 1994), onde desempenham papel de inquestionavel importancia
ecoldgica, bem como se fazem presentes na cultura e nos habitos dos povos que se
estabeleceram nestas areas (BIZERRIL; COSTA, 2001).

A costa brasileira apresenta cerca de 8.000 Km de extensao. Nela se insere o
litoral paranaense que, embora conhecido como o segundo menor litoral dos
estados brasileiros com comprimento em 'linha reta em torno de 100 km, apresenta
extensos complexos estuarinos originando uma costa recortada cuja linha de costa
possui extensao de 1.483 Km (ANGULO; ARAUJO, 1996).

MAACK (1981) descreve o litoral paranaense como uma estreita faixa
montanhosa que afundou por falhamentos complexos originando duas baias: a de:
Paranagua - esta apresenfando dois eixos: a) o eixo leste-oeste, Paranagua
propriamente dita e a baia de Antonina; b) eixo norte-sul, constituindo a baia de
Guaraquegaba e a baia das Laranjeiras - e a de Guaratuba. As conformagdes
destas duas baias mostram serem sistemas acoplados com enormes estuarios com
predominio da a¢ao das correntes de maré sobre o fluxo fluvial.

Os estuarios sao formados devido a amplitude das marés e ao grande niumero de
desembocaduras fluviais na regiédo tropical. Consistem em ecossistemas de extrema

importancia, oferecendo recursos alimentares de grande diversidade e abundancia,



protecdo contra predadores e outras condigbes ambientais que favorecem o
desenvolvimento e a sobrevivéncia de diversas espécies de peixes (PATERSON;
WHITFIELD, 2000). Muitas das etapas reprodutivas, incluindo disperséo de ovos e
larvas, distribuicdo de 'juveni_s e migragbes, estdo sincronizadas com o0
funcionamento dos ambientes estuarinos (BOCHLERT; MUNDY, 1988; SHAW et al.,
1988; WEISTEM, 1988 apud CIPRIANO, 2005).

Os complexos estuarinos da regiao sul-sudeste do Brasil sao caracterizados por
apresentarem canais no manguezal, chamados gamboas, responsaveis pelo grande
fluxo de matéria organica entre continente e estuario, além de abrigarem formas
adultas e juvenis de peixes (ROCHA; FAVARO; SPACH, 2002).

Quanto a ictiofauna, na costa paranaense sao registradas 92 familias, 191
géneros e 313 espécies, das quais 289 sao Actinopterygii. A maior diversidade foi
descrita para o sistema da Baia de Paranagua com cerca de 201 espécies de
peixes, sendo 173 Actinopterygii. Todas apresentam seu ciclo de vida, ou parte dele,
essencialmente associado com as aguas costeiras e estuarinas (CORREA, 2001), e

nenhuma das espécies é considerada endémica da regiao.

1.2 Aspectos Taxondémicos

Os mais antigos peixes conhecidos, os Agnathas — parente das atuais
lampreias - surgirém ha 450 milhdes de anos, e suas primeiras formas eram
marinhas. Evoluindo divergentemente, os Gnatostomados, assim denominados pela
presenca de mandibulas, teriam seus primeiros exemplares surgidos no Siluriano
Superior, tornando-se um grupo moderadamente grande e diversificado,
extinguindo-se no Permiano (BRUM, 1995; MOY-THOMAS; MILES, 1971).

Os peixes Osseos verdadeiros, os Osteichthyes, surgiram no Siluriano
Superior (430 milhdes de anos) (MOY-THOMAS; MILES, 1971). Contém a maioria
dos peixes atuais, estando dividida em quatro classes: Dipnoi (peixes pulmonados),
Crossopterygii (celacanto), Brachyopterygii (“bichirs”) e Actinopterygii (peixes cujas
nadadeiras apresentam raios de sustentacao) (BRUM, 1995). A classe Actinopterygii
é composta pelas subclasses Chondrostei e Neopterygii. Esta ultima esta dividida
nas infraclasses Halecostomi e Gynglimodi (CORTINHAS, 2002).



- A infraclasse Halecostomi esta dividida em Halecomorpha e Teleostei
(NELSON, 1994), esta sendo considerada a mais derivada constituinte da Classe
Actinopterygii (BRUM;GALETTI Jr.,1997) representando o mais numeroso e bem
sucedido grupo de peixes, devido a abundancia e diversidade entre os vertebrados.
Corresponde aproximadamente a 96% de todos 0s peixes existentes perfazendo
24.000 espécies distribuidas em 45 ordens e 435 familias (NELSON, 1994).

Os tele6steos atuais podem ser divididos em 4 subdivisbes:
Osteoglossomorpha, Elopomorpha, ClUpeomorpha e Euteleostei (PATTERSON,;
ROSEN, 1977; NELSON, 1994), formando um grupo natural e monofilético
(PATTERSON, 1968). Todos os peixes incluidos nestas 4 subdivisbes possuem
esqueleto caudal e modificagdes na musculatura da mandibula, que os distinguem
dos outros actinopterigeos.

Com cerca de 25% de todas as espécies de teledsteos e 90% de toda a fauna
de peixes neotropicais (BRUM; GALETTI Jr., 1997), os Euteledsteos destacam-se
entre os grupos da divisdo Teleostei, possuindo cerca de 17.000 espécies em 25
ordens e 375 familias (NELSON, 1994).

Os Eutele6steos compreendem os Protacanthopterygii, os Ostariophysi e os
Neoteleostei (BRUM, 1995). Os Neoteleostei representam um grupo monofilético
caracterizado por uma mandibula superior especializada. Constituem a maioria dos
tele6steos marinhos atuais, apesar de conterem espécies de agua doce.
Subdividem-se em quatro grupos: Stenopterygii, Scopelbmorpha, Paracanthopterygii .-
e Acanthopterygii, sendo os dois primeiros grupos considerados mais primitivos e os
dois ultimos, mais derivados.

Representando um grupo monofilético caracterizado por possuir um aparelho
mandibular faringeo e um mecaniémo mandibular oral que promovem versatilidade
na capacidade de protusdo, além de outras especializagées funcionais, os
Acanthopterygii destacam-se entre os grupos de Neoteledsteos, contendo mais da
metade de todas as familias de peixes, formando 13 ordens divididas em 3 séries
(NELSON, 1994): |



1) Mugilomorpha : composta por uma Unica ordem, Mugiliformes,
representada pelas espécies popularmente conhecidas como tainhas e

paratis;

2) Percomorpha : composta por grupos ditos polifiléticos, subd-ivide-se em 9
ordens, Be‘ryciforr'nes, Syngnathiformes, Gasterosteiformes, Zeiformes,
Stephanoberyciformes, Scorpaeniformes, Pleuronectiformes,
Tetraodontiformes e Perciformes. Estas duas ultimas contendo os peixes
considerados mais especializados atualmente , representando um dos
principais fins de linha da irradiagdo dos teleésteos (BRUM, 1995).

3) Atherinomorpha : composta por 3 ordens, Cyprinodontiformes,
Beloniformes e Atheriniformes.

Os Atherinomorpha, conhecidos desde o Eoceno (ha aproximadamente 45
“milhdes de anos) tém larga distribuigho mundial, ocupando tanto ambientes
marinhos quanto dulciaquicolas. Compreendem os barrigudinhos, os peixes-agulha,
0S mamarreis, 0s peixes-voadores e 0s peixes-rei, havendo evidéncias de
constituirem um grupo monofilético (Figura 1). Apresentam 1.080 especies, sendo
320 marinhas (BRUM, 1995).



FIGURA 1 - FILOGENIA DOS ATHERINOMORPHA (SEGUNDO LAUDER; LIEM,
1983 MODIFICADO POR BRUM, 1995) ’

ATHERINOMORPHA

BELONIFORMES = CYPRINODONIIFORMES "ATHERINOIDES® PERCOMORPHA

A ordem Beloniformes é dividida em 5 familias, com 38 géneros e 191
espécies (NELSON, 1994). Cerca de 51 espécies s&o restritas a ambientes de agua
doce, e as restantes sdo exclusivamente marinhas.

A ordem Cyprinodontiformes é o maior grupo entre os Atherinomorpha. E
composta por 9 familias apresentando 850 espécies e 110 géneros. A maioria de
seus representantes é exclusivamente dulciaquicolas, mas ocupam os mais diversos
ambiehtes, predominando sobre os outros grupos em areas tropicais, sendo
particularmente diversos na América Central, onde totalizam um terco de todas as
- espécies conhecidas (COSTA; MOLINA; GALETTI Jr., 1998).

A ordem Atheriniformes € um grupo monofilético, diagnosticado por dez
caracteres e irmao da superordem Cyprinodontea, uma clade composta pelos
Cyprinodontiformes e Beloniformes. E composta por 6 familias, 49 géneros e
aproximadamente 320 espécies (NELSON, 1994; DYER, 1998).

Dentro da ordem Atheriniformes, encontram-se as familias Notocheiridae,
Melanotaeniidae, Phallostethidae, Atherionidae, Atherinidae e Atherinopsidae
(DYER, 1998).

A familia Atherinopsidae subdivide-se nas subfamilias Atherinopsinae e
Menidiinae sendo composta por individuos popularmente conhecidos como “peixes-
rei”, possuindo ampla distribuicdo geografica, sendo registrados para o mundo inteiro
e com uma confusa taxonomia. Ocorrem em ambientes marinhos, estuarinos e



limnicos, no entanto aparecem com maior freqliéncia em aguas costeiras (HOSTIM-
SILVA et al., 1995).

A sub-familia Atherinopsinae subdivide-se nas tribos Atherinopsini e
Sorgentinini. Os peixes-rei pertencentes a tribo Sorgentinini se distinguem de outros
membros da familia, devido ao seu tipico ciclo de vida longo, variando de 3 a 10
anos. Os ciclos de vida de outros Atherinopsidae se estendem até, no maximo, 3
anos (BEMVENUTI, 1987).

A sub-familia Menidiinae subdivide-se nas tribos Membrandini e Menidiini
(Figura 2) sendo a espécie Atherinella brasiliensis pertencente a tribo Membrandini,
ao género Atherinella e ao sub-género Xenomelaniris. A espécie-tipo deste sub-
género é denominada Atherina brasiliensis, cujo género Atherina é derivado da
palavra grega “atherine” (flecha, seta, espinho) a qual foi adicionado o sufixo “ella”
dando origem ao nome Atherinella. Durante algum tempo, a espécie A. brasiliensis
foi conhecida como Xenomelaniris brasiliensis, mas atualmente Xenomelaniris &
considerado sub-género de Atherinella (CHERN'OFF', 1986).

FIGURA 2 - RELAGOES FILOGENETICAS ENTRE OS GENEROS DA FAMILIA
ATHERINOPSIDAE (CHERNOFF, 1986). '
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Para uma maior compreensdo a respeito da taxonomia de Atherinella
brasiliensis esta listada a seguir sua classificagdo sistematica segundo NELSON
(1994) até a sub-ordem Atherinoidei. A partir de familia a classificagdo é segundo
DYER (1998) e de sub-género em diante segundo CHERNOFF (1986).

Phylum Chordata
Subphylum Vertebrata (Craniata)
Superclasse Gnathostomata
Grade Teleostomi
Classe Actinopterygii
Subclasse Neopterygii
Infraclasse Halecostomi
Divisao Teleostei
Subdivisado Euteleostei
Superordem Acanthopterygii
Serie Atherinomorpha
Ordem Atheriniformes
Subordem Atherinoidei
Familia Atherinopsidae
Subfamilia Menidiinae
Tribo Membrandini
Género Atherinella
Sub- género Xenomelaniris
Espécie Atherinella brasiliensis

No Brasil, Atherinella brasiliensis € uma espécie estuarina encontrada desde

a costa Atlantica da Venezuela até a do Rio Grande do Sul, principalmente na
desembocadura de rios e em aguas salobras (FIGUEIREDO; MENEZES, 1978 apud
LOWE- McCONNEL, 1999) (Figura 3). Seu habitat, segundo CERVIGON et al.
(1992) é bento-pelagico, vivendo ou alimentando-se sobre ou préximo ao fundo,
assim como na coluna d'agua entre 0 e 200 m (FROESE; PAULY, 1998).



FIGURA 3 - MAPA DA DISTRIBUICAO DE A brasiliensis
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Fonte: Disponivel em <www.bdt.org.br>
Apesar de abundantemente encontrada, A brasiliensis ndo € considerada de
grande interesse comercial fora das areas das comunidades pesqueiras, porém, em
determinadas épocas, séo utilizadas como fonte complementar de renda ou mesmo
fonte alimentar (HOSTIM-SILVA et al., 1995).

Seu comprimento total varia de 10 cm a 16 cm (HOSTIM-SILVA op. cit;
BEMVENUTI, 1990). Seu habito alimentar varia segundo o comprimento total e a
idade do individuo sendo porém semelhante em diferentes populacbes. Nos
exemplares menores de até cerca de 7 cm de comprimento total, foi observado
dominancia de fitoplancton (diatomaceas e algas filamentosas) enquanto os juvenis
maiores preferem zooplancton (copépodes e cirripédios). Os adultos alimentam-se
preferencialmente de insetos dipteros e invertebrados benténicos durante todas as
estacdes do ano (BEMVENUTI, op. cit.).

Nao realizam migracdes horizontais, somente verticais, visto que peixes de
diferentes fases de desenvolvimento ocupam diferentes profundidades. HA uma
preferéncia por aguas profundas para se alimentar e iniciar a maturacdo das
gbnadas devido a uma maior protecdo contra as variagcbes de temperatura, maior
riqueza de alimento e menor acdo de turbuléncias provocadas pelos ventos
constantes nesta época, e uma preferéncia por aguas rasas em outra época para
desovar, liberando no ambiente os ovos fertilizados. Estes podem ser levados
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passivamente pelas correntes maritimas (BIZERRIL; COSTA, 2001) e no caso dos
ovos de A. brasiliensis, podendo vir a fixar-se no ambiente através de estruturas
externas dispostas em varios sentidos, presentes no cérion do ovo (FAHAY, 1983).
Estes exemplares menores na superficie da agua, terdao mais chances de nao serem
predados. Desta forma, diferentes nichos ecoldgicos sdo ocupados de acordo com
os diferentes tamanhos de comprimento do animal, sendo isso de grande
importancia ecolégica na regulagdo bioenergética da populagdo (CHAO; MUSICK,
1977, BARBIERI, 1986 apud HOSTIM-SILVA et al., 1995).

1.3 Aspectos Cariotipicos

A utilizagdo de dados cariotipicos para identificagdo de espécies (citotaxonomia)

e para elaboragdo de padrbes de relacionamento ou filogenias (citosistematica) foi
inicialmente proposta por MATHEY (1949) no primeiro trabalho de revisdo de dados
cromossdmicos de vertebrados. As bases da citotaxonomia foram langadas com a
aceitacao do principio da individualidade cromossémica e o estabelecimento da
teoria cromossOmica da hereditariedade, elaborada e proposta por Theodor Boveri,
Walter S. Sutton e Thomas H. Morgan, ainda na primeira metade do século
(CORREA, 1995).
- A citogenética tenta estabelecer relagbes entre varidveis genéticas e
demograficas, onde a partir de dados sobre o numero dipléide (2n), o nuamero
fundamental (NF) e padrdes de diversas técnicas de bandamento, se possam
elaborar padrdes de relacionamento ou filogenias, além da identificagdo de espécies
e/ou possiveis vias de especiagao (MATHEY, 1949).

A citogenética em peixes torna-se especialmente interessante porque estes
animais constituem um grupo particular dentre os vertebrados pelo nimero de
espécies, diversidade de formas, comportamento e habitats e pela posi¢do central
que ocupam na evolugdo animal (OHNO, 1970).

Os primeiros estudos citogenéticos em peixes foram publicados por RETZIUS e
KASTSCHENKO (1890) apud DENTON (1973); contudo, até a descoberta da
aplicagao dos tratamentos hipotonizantes para estudo das células em divisédo, pouco
foi feito nesta area. Somente apds o inicio da década de 60, os trabalhos em
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citogenética de peixes puderam apresentar dados precisos a réspeito do numero e
da forma dos cromossomos.

O desenvolvimento geral da citogenética de peixes tem sido bastante grande
nas ultimas décadas devido ao incremento das atividades de pesquisa neste campo,
entretanto, segundo DOUCETTE e FITZSIMONS (1988) apud BRUM (1995), o
nuamero de cromossomos e/ou cariétipos sao conhecidos para menos de 14% das
espécies. Ha pelo menos duas razdes para isto: a maioria dos peixes apresentam
seus cromossomos com um comprimento médio cerca de 20% do comprimento dos
cromossomos dos mamiferos e as técnicas de bandamento, altamente resolutivas
em mamiferos, ndo apresentam bons resultados quando aplicadas nos
cromossomos de peixes (BRUM, op. cit. ). Acredita-se que isso seja um reflexo da
falta de compartimentalizagdo do DNA no genoma dos peixes (MEDRANO et al.,
1988 apud SOLA et al., 1993).

SegUndo OLIVEIRA, ALMEIDA- TOLEDO e FORESTI (2000), a ictiofauna de
aguas continentais da regidao Neotropical apresenta aproximadamente 8.000
espécies, sendo que as pesquisas citogenéticas com peixes no Brasil tém se
restringido a espécies de agua doce (~800 espécies) com poucos relatos de peixes
marinhos (~120 espécies, distribuidas em 43 familias e 80 géneros ) (BRUM et al.,
2001; CIPRIANO, 2005).

Os estudos citogenéticos realizados em Teléésteos, apontaram uma quantidade
diversa de nimero cromossémico (de 14 até 140) e~ uma variedade de férmulas
cromossOémicas. No entanto, verificou-se uma concentrac;éo maior em torno de
2n=48, com muitos cromossomos acrocéntricos e poucos metacéntricos (BRUM,
1995).

O cariétipo apresentando 48 cromossomos acrocéntricos & considerado para
OHNO e ATKIN (1966), MURAMOTO et al. (1968), OHNO (1970 e 1974) apud
BRUM op. cit, o primitivo dos peixes teleosteos e uma heranga dos primeiros
vertebrados, com base no tamanho do genoma e no numero dipléide de
representantes das diferentes ordens de peixes atuais. BRUM op. cit. discorda desta
hipétese, partindo da proposta de DOUCETTE e FITZSIMONS (1988) apud BRUM
op. cit. que acham muito dificil prosseguir aceitando esta condigdo como primitiva
péra os peixes Teledsteos, uma vez que os estudos de grupos externos aos

teledsteos ndo mostraram este complemento. A suposi¢do desta condigdo também
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seria equivocada se estivesse baseada no conceito de “common equals primitive”
(ESTABROOK, 1977 apud BRUM, op. cit) segundo o qual se um carater é
encontrado em varios taxa de um determinado grupo investigado, ele & primitivo.
WILEY (1981), WATROUS e WHEELER (1981) apud BRUM op. cit. demonstraram
nao haver correspondéncia logica entre freqiiéncia e primitividade, pois um carater
primitivo pode ter sido retido somente por um ou poucos do taxon examinado e que
todos os outros compartilhem um carater derivado. Neste sentido, QUMSIYCH e
BAKER (1988) apud BRUM op. cit. sugerem que o correto para se determinar os
estados de carater primitivo e derivado, é fazer uso do “método dos out-groups”,
evitando-se métodos como o do “commom equals primitive”, além de assungdes a
priori da diregado da evolugdo cromossdmica.

A partir destas informagdes, somadas as inferéncias de DOUCETTE e
FITZSIMONS op. cit. apud BRUM op. cit. sobre o cariétipo primitivo dos teledsteos e
a nao aceitagao de um processo de convergéncia como causador da similaridade
cariotipica observada, BRUM op. cit. propds uma nova hipétese, mais parcimoniosa,
a respeito da ancestralidade dos peixes teledsteos. Esta hipétese alternativa propc”)é
que o complemento dipléide do primeiro teledsteo conteria algo em torno 60
cromossomos, com alguns metacéntricos (DINGERKUS, 1979 apud BRUM, op. cit.).
Segundo BRUM op. cit., este cariétipo deve ter sido herdado por uma forma primitiva
de Clupeiformes, unicos entre os teledsteos primitivos a possuir 48 acrocéntricos,
que teve o numero dipléide modal reduzido devido tanto a fusdes quanto a delegdes.
Os Euteleostei teriam herdado e conservado este cariétipo principalmente em suas
formas marinhas. Este caridtipo primitivo também se manteve praticamente
inalterado nas espécies marinhas de Atherinomorpha e Percomorpha, enquanto nos -
grupos tipicos de agua doce ele foi se tornando mais derivado (BRUM, op. cit.).

Os principais estudos realizados pela citogenética de peixes tém sido feitos
através de técnicas convencionais, como Giemsa, bandamento C (banda-
CBG) e impregnacéao das regides organizadoras de nucléolos pelo nitrato de prata
(Ag- RONs) uma vez que bandamentos longitudinais, tipo bandamento G (banda-
GTG), sdo menos faciimente obtidos em cromossomos de peixes (ARTONI et al,,
2000).

Através do bandamento C, ha uma remogao diferencial de DNA na regiao

eucromatica, enquanto que a regido mais condensada permanece relativamente
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intacta e detectavel (SUMNER, 1972). Em geral, a heterocromatina é definida como
um segmento do cromossomo que se apresenta condensado, geneticamente inativo,
composto de DNA altamente repetitivo, que se replica tardiamente na fase S e
manifesta heteropicnose positiva ou negativa se submetida a determinados
tratamentos. Embora genérica, esta definicdo apresenta excegbes em cada um de
seus itens (CORTINHAS, 2002). A técnica da banda C em peixes, permite
caracterizar regiées heterocromaticas formadas por DNA altamente repetitivo, sendo
que em alguns casos possibilita identificar cromossomos homalogos, polimorfismos
na heterocromatina e cromossomos Bs ou sexuais.

A observagao das RONs tem sido feita através da técnica de impregnagao por
nitrato de prata, que permite localizar sitios ativos de genes ribossomais nos
cromossomos (HOWELL ; BLACK, 1980). A presenca de uma proteina acidica nas
RONs ativas na intérfase anterior a mitose na qual a célula sofreu fixagdo, parece
ser responsavel pela coloragdo com nitrato de prata e na sua consequente
identificacao (HSU et al., 1975). As RONSs representam uma porgao particularmente
variavel do genoma eucarioto.

A caracterizagdo do numero e posi¢ao das RONs tem sido muito utilizada em
peixes e pode constituir um excelente marcador citotaxonémiéo 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,
localizagdo, intensidade e tamanho (GOODPASTURE; BLOOM, 1975. apud
NOLETO, 2003).

Estas técnicas sdo capazes de gerar bandas especificas em cada regido
cromossOmica, facilitando a discriminagao entre cariétipos aparentemente similares
e revelando 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).

Assim sendo, importantes subsidios tém sido fornecidos pela Citogenética de
Peixes, para um melhor entendimento das relagbes evolutivas entre espécies e
populagdes, podendo ser considerada uma excelente ferramenta para ser utilizada
em associagao com dados de morfologia, biogeografia, comportamento e genética
molecular, para se chegar mais proximo a uma real histéria evolutiva dos
organismos (ARTONI et al., 2000)
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral
Este trabalho pretende ampliar o estudo citogenético em Atherinella
brasiliensis pertencentes a Baia de Paranagud, pois esta espécie é sdcio-

economicamente importante e pouco estudada a nivel cromossdmico.

2.2 Objetivos especificos

a) Analise e montagem do cariétipo de A. brasiliensis pertencente a Baia das
Laranjeiras e comparagao com dados da literatura;

b) Determinagdo das Regides Organizadoras de Nucléolos (RONs) e

comparacao dos resultados com os obtidos na literatura;

C) Aplicagao da técnica de bandamento C para fins comparativos com a
literatura;
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material

Foram analisados 44 exemplares de Atherinella brasiliensis (29 machos e 15
fémeas) (Figura 4) pertencentes a Baia das Laranjeiras (Figura 5) localizada na
Baia de Paranagua, litoral paranaense (Figura 6).

FIGURA 4 - EXEMPLAR DE Atherinella brasiliensis

FIGURA 5 - VISTA PANORAMICA DA BAIA DAS LARANJEIRAS



FIGURA 6 - LOCALIZACAO DA BAIA DAS LARANJEIRAS NA BAIA DE
PARANAGUA, DESTACANDO O LOCAL DE COLETA DOS EXEMPLARES

ANALISADOS

n Litoral do em por

Fonte: Disponivel em <www.pr.gov.br/meioambiente/iap/qdd_agua_baias.shtml>
Nota: A estrela destaca o local de coleta dos exemplares analisados


http://www.pr.gov.br/meioambiente/iap/qdd_agua_baias.shtml
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3.2 Métodos

3.2.1 Coletas

Os peixes foram coletados com rede de arrasto com malha de 1,2 cm entre nés,
a qual foi estendida em forma de meia lua e em seguida arrastada por duas pessoas
até a margem da praia (Figura 7). Os peixes capturados foram mantidos em
recipientes com agua devidamente aerados para o transporte ao Laboratério de
Citogenética Animal no Setor de Ciéncias Bioldgicas - UFPR (Curitiba- PR). No
laboratério os animais foram sacrificados e imediatamente protocolados com
numero, sexo e procedéncia.

FIGURA 7 - METODOLOGIA EMPREGADA NA COLETA COM A REDE DE
ARRASTO

/r

Foto: Marta Margarete Cestari
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3.2.2 Obtencéao de metafases mitéticas

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

(FENOCCHIO et al., 1991) com algumas modificagbes, que consistiu nas etapas

seguintes:

Foi retirada porgdao anterior e parte da porgédo posterior do rim
(aproximadamente 3mm?®) e transferida para uma placa de Petri contendo 5
mi de meio de cultura RPMI (filtrado) com antibiético antimicético e 20% de
soro bovino fetal;

O tecido foi desagregado com pingas de ponta fina com posterior aspercao e
expiragao suave da solugdo com uma seringa de vidro sem agulha. A solugdo
com células foi entdo incubada em estufa a 29° C por 7 horas. 25 minutos
antes de completar o tempo, foram pingadas 3 gotas de colchicina (0,025%)
em cada recipiente. A placa de Petri foi entdo gentilmente agitada para que a
solugéo de colchicina se homogeneizasse a aquela da placa. A nova solugao
foi mantida em estufa até o tempo final da cultura;

Passado este tempo, a cultura foi transferida para um tubo de ensaio que foi
centrifugado a 800-900 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e
o tubo completado até 8 ml com solugdo hipotdnica de KClaq. (0,075 M). O
botao celular foi desagregado na solugdo por suspenséao e ficou 45 minutos
em temperatura ambiente;

O fixador foi preparado com trés partes de metanol para uma parte de acido
acético e mantido sob refrigeragdo. Dado o tempo da hipotonizagao, foram
pingadas algumas gotas do fixador em cada tubo. Foi feita a ressuspensao do
material até ficar homogéneo, e centrifugado a 800-900 rpm por 10 minutos;

O sobrenadante foi descartado e em seguida o tubo foi completado com
fixador até o volume de 8 ml. Novamente o botao celular foi ressuspendido e
a solugao centrifugada a 800-900 rpm durante 10 minutos;

A etapa anterior foi repetida por duas vezes;

Descartado o sobrenadante, foi colocado 1,5 ml de fixador e o botado celular
ressuspendido. Esta solugao foi armazenada em tubo de micropipeta do tipo

Eppendorf em freezer a -20°C.



18

3.2.3 Coloracdo Convencional — Giemsa

A solugdo de suspensado de células apbs ser retirado do freezer foi gotejada

sobre uma lamina a seco, sendo logo apds flambada em uma lamparina. As laminas

foram entdo coradas com uma solugdo de Giemsa a 10% em tampao fosfato (pH

6,8) durante um periodo de 30 minutos e em seguida lavadas em agua corrente e

deixadas secar ao ar.

3.2.4 Detecgao das Reqiéés de Heterocromatina (Banda C)

Foi utilizada a técnica descrita por SUMNER (1972), com pequenas modificagbes
segundo VICENTE (1994):

A solucéo celular foi pingada em uma lamina a seco e a seguir foi flambada
rapidamente em uma lamparina. Apés sua secagem ao ar, foi levada a estufa
de 45° C por um dia; '

Transcorrido este tempo, foi colocada em solugdo de HCI 0,2 N a 42° C

- durante 15 minutos. Em seguida a lamina foi lavada com agua destilada e

deixada secar ao ar;

A lamina foi colocada em solugao a 5% de Hidroxido de Bario (Ba (OH).) a
60° C por aproximadamente 50 segundos;

A lamina foi rapidamente inserida no HCI 0,2 N para retirar o excesso de bario
e apbs isso foi lavada com um jato de agua destilada. Em seguida foi
colocada em uma solugdo salina de 2xSSC (15,53 g de NaCl + 8,82 g de
Citrato Trissédico + Agua deionizada) durante uma hora em banho
termostatico a 60° C;

Decorrido este tempo a lamina foi lavada em agua destilada e deixada secar-
ao ar; ! |

A lamina foi corada com Giemsa diluida a i10% em tampao fosfato pH 6,8

durante 30 minutos.
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3.2.5 Caracterizacédo das Regides Organizadoras de Nucléolo (RONs)

A técnica utilizada foi a descrita por HOWELL e BLACK (1980), corando as RONs
através da utilizacdo de solugdo aquosa de nitrato de prata. Foram utilizadas as

seguintes etapas:

3.2.6

As laminas pingadas conforme descrito anteriormente foram envelhecidas por

.até 5 dias em uma estufa a aproximadamente 45° C;

Utilizou-se uma solugdo aquosa de nitrato de prata a 50% (1g de AgNOs em 2
ml de H20 destilada) e uma solugédo aquosa de gelatina a 2% (1g de gelatina
em 50 ml de H20 déstilada, acrescentando-se 0,5 ml de acido férmico). Esta
ultima foi acondicionada em frasco ambar e mantida em geladeira;

Sobre a lamina foram pingadas 2 gotas de solugdo aquosa de gelatina e 2
gotas de solugao aquosa de AgNOs, que foram gentilmente misturadas e
cobertas por uma laminula. Estas fdram levadas a estufa de 60° C. Quando o
material adquiriu uma coloragéo dourado-acastanhada, a lamina foi retirada
da estufa e a laminula foi removida com um jato de agua destilada e deixada
secar ao ar;

A lamina pode entdo ser corada com.uma solugcdo de Giemsa (10%) em
tampéo fosfato pH 6,8 por 15 segundos, para retirar o excesso de brilho do
AgNOs. A lamina foi entao lavada e deixada secar ao ar. As regides coradas
pélo nitrato de prata destacaram as regides organizadoras de nucléolos
(RONS).

‘Montagem e Analise dos Caribtipos

As metafases que apresentaram melhor disperséo, condensagdo e morfologia

cromossOmica, foram analisadas, em sua maior parte através captura digital de

imagens e algumas foram fotomicrografadas. As metafases selecionadas foram

fotografadas em microscépio Leica, com objetiva 100x de imersao com filtro verde. O

filme utilizado foi Imagelink HQ, e para revelagcdo se utilizou Dektol (Kodak) por

aproximadamente 2 minutos a 20° C e em seguida fixagao (Kodak) por 10 minutos. O

filme foi entdo lavado em agua corrente por 60 minutos e deixado secar ao ar. As

cbpias das fotos foram feitas em papel Kodabromide F3 esmaltado e reveladas em
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Dektol diluido em agua (1:2). As melhores fotos tiveram os cromossomos recortados
e montados aos pares em ordem decrescente de tamanho e morfologia. As medidas
cromossdmicas foram realizadas com o auxilio de um paquimetro para a
determinacao da relagao entre os bragos. Também se utilizou um sistema de captura
de imagens, com microscopio Carl Zeiss Axiophot acoplado a este o sistema Applied
| Spectral Imagem. As analises cromossémicas foram realizadas no computador
através do software Case Data Manager Expo 2.0, e as medigdes cromossémicas
foram feitas com o software Corel Draw 9 para a determinagao da relagao 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.

A classificagéo dos cromossomos quanto a relagdo entre os bragos foi seguida
conforme LEVAN, FREDGA e SANDBERG (1964), determinando os tipos a seguir:

Metacéntrico (M) RB=1,00a1,70
Submetacéntrico (SM) RB =1,71a 3,00
Subtelocéntrico (ST) RB =3,01a7,00

Acrocéntrico (A) RB > 7,01



21

4 RESULTADOS

Foram analisados 44 exemplares de Atherinella brasiliensis, sendo 29 machos e
15 fémeas. Estes apresentaram um numero dipldéide modal de 48 cromossomos
~(Tabela 1 e Figura 8).

A macroestrutura cariotipica encontrada apresentou 4 cromossomos
metacéntricos (2 pares), 14 submetacéntricos (7 pares), 18 subtelocéntricos (9
pares) e 12 acrocéntricos (6 pares), perfazendo um numero fundamental de 84
(Figura 9).

Nao foi detectado heteromorfismo cromossémico sexual, uma vez que nio foram
observadas diferencgas entre os cariétipos de fémeas e machos analisados.

Quanto a microestrutura cariotipica, as RONs seguiram um padrdo comum em
peixes marinhos com apenas um par de cromossomos marcados (Figura 10 a e b).

As bandas C se mostraram positivas' em regides centroméricas,
pericentroméricas, ocupando todo o brago de um par de cromossomos
metacéntricos, além de blocos heterocromaticos em  cromossomos
submetacéntricos, subtelocéntricos e acrocéntricos (Figura 11).
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TABELA 1 - DADOS DAS ANALISES EM COLORAQAO CONVENCIONAL EM
Atherinella  brasiliensis: FREQUENCIAS DOS NUMEROS DIPLOIDES
ENCONTRADOS EM MACHOS (M) E FEMEAS (F)

Numero Modal
Peixes Sexo <46 46 47 48 Total
1597 ] 6 1 6 16 29
1598 M 5 0 0 7 12
1599 M 1 0 0 1 12
1600 F 4 1 3 21 29
1601 F 8 0 1 44 53
1602 M 10 3 3 32 48
1603 F 3 0 1 14 18
1604 F 1 0 0 6 7
1605 F 1 0 0 4 5
1606 M 0 0 1 8 9
1607 M 1 1 0 7 9
1608 F 0 1 0 12 13
1622 M 4 1 1 1" 17
1623 M 2 0 1 25 28
1624 M 5 1 0 12 18
1625 ] 2 0 2 12 16
1626 M 3 1 1 10 15
1627 F 1 0 0 12 13
1637 M 1 0 1 5 7
1638 F 0 0 2 23 25
1639 M 2 1 0 21 24
1640 M 3 0 1 18 22
1641 F [} 2 2 12 16
1642 M 2 1 0 9 12
1643 M 0 2 0 1 13
1644 F 6 2 1 17 26
1670 ] 1 1 0 7 9
1671 M 0 1 0 8 9
1672 M 1 2 1 10 14
1673 M 1 1 0 8 10
1674 M 3 0 1 15 19
1675 M 5 1 4 29 39
1676 M 3 1 1 19 24
1677 F 1 1 1 13 16
1678 F 4 2 0 26 32
1679 M 3 0 2 32 37
1680 F 1 1 2 8 12
1681 M 1 2 3 9 15
1682 M 6 0 3 35 44
1683 F 3 1 1 12 17
1684 F 3 0 2 8 13
1685 M 4 2 1 14 21
1686 M 1 2 5 21 29
1687 ] 5 4 3 19 31
Total 117 40 57 673 887
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FIGURA 8 - HISTOGRAMA REPRESENTATIVO DAS FREQUENCIAS DOS
NUMERQOS DIPLOIDES ENCONTRADOS EM Atherinella brasiliensis

Freqguéncias dos Numeros Dipléides
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FIGURA 9: CARIOTIPO DE Atherinella brasiliensis COLETADA EM BAIA DAS
LARANJEIRAS. 2N =48; NF=84
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FIGURA 10-
a) METAFASES MITOTICAS DE Atherinella brasiliensis APOS TRATAMENTO COM

AGNO03, INDICANDO OS CROMOSSOMOS ONDE AS RONs ESTAO

PRESENTES.

b) METAFASE DE A. brasiliensis APOS TRATAMENTO COM AGNOs, INDICANDO
E DESTACANDO-SE OS CROMOSSOMOS ONDE AS RONs ESTAO

PRESENTES.



FIGURA 11 - METAFASES MITOTICAS DE A. brasiliensis APOS BANDAMENIO C,
INDICANDO ALGUNS CROMOSSOMOS COM BLOCOS HETEROCROMATICOS.

ZS
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5 DISCUSSAO

Os peixes sdo os vertebrados mais diversificados em relagao a sistematica e
possuem uma posi¢do basal na filogenia, constituindo desta forma um dos grupos
mais interessantes para estudos de variabilidade genética e evolugdo (NELSON,
1994). Nas duas dUltimas décadas, a Citogenética vem contribuindo
significativamente para um melhor conhecimento da biodiversidade em nossos
peixes, apresentando uma somatéria de informagbes e descobertas relativas a
- processos evolutivos nesse grupo (SOUZA et al., 1996).

A maioria das informagdes cromossdmicas sobre a nossa ictiofauna esta
concentrada nas ordens Characiformes e Siluriformes, figurando em terceiro lugar os
Perciformes, sendo caracterizados por uma maior estabilidade citogenética entre as
espécies analisadas com 48 cromossomos acrocéntricos (OLIVEIRA; ALMEIDA-
TOLEDO; FORESTI, 2000).

O cariétipo com 2n=48 cromossomos acrocéntricos & considerado para OHNO;
ATKIN (1966), MURAMOTO et al. (1968), OHNO (1970) e OHNO (1974) apud
BRUM (1995) o primitivo dos peixes teledésteos e uma heranga dos primeiros
vertebrados. No entanto, BRUM op. cit. discorda desta hipétese, considerando-a de
dificil procedéncia, uma vez que estudos de grupos externos aos teledsteos nao
mostram este complemento. Ele propée uma nova hipétese, mais 'parcimoniosa, a
respeito da ancestralidade dos peixes teledsteos, onde o complemento dipléide do
primeiro teledsteo conteria algo em torno 60 cromossomos, e teria este cariétipo sido
herdado pbr uma forma primitiva de Clupeiformes, que teve o numero dipldide
modal reduzido devido tanto a fusdes quanto a delegbes. Os Euteleostei teriam
herdado e conservado este cariétipo principalmente em suas formas marinhas,
assim como nas espécies marinhas de Atherinomorpha e Percomorpha, enquanto
nos grupos tipicos de agua doce ele foi se tornando mais derivado. Segundo este
autor, os carittipos de Atheriniformes atuais seriam derivados de ancestrais com 48
cromossomos acrocéntricos, uma vez que exibem numeros dipléides e/ou valores de
numero fundamental diferentes de 48.

Embora o nimero de espécies cariotipadas na ordem Atheriniformes nao seja
significativamente alto, o nimero dipl6ide que recorre consistentemente neste grupo
€ 2n=48 (KIRPICHNIKQOV, 1981 apud GAJARDO, 1992; CHIARELLI;, CAPANNA,
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1973). Por exemplo, 2n=48 pode ser encontrado tanto nas espécies cariotipadas da
familia Atherinopsidae, como na familia Atherinidae (Tabela 2)

TABELA 2 - ESPECIES DE ATHERINIFORMES CARIOTIPADAS E SUAS
RESPECTIVAS REFERENCIAS

FAMILIA REFERENCIAS
Atherinidae
Menidia CHIARELLI e CAPANNA (1973)
Melanotenia CHIARELLI e CAPANNA (1973)
Basilichthys ARAIl e KOIKE (1980)
Basilichthys australis GAJARDO (1992)
Atherinopsidae
Odonthestes sp BRUGGER et al. (1990)
Odonthestes bonariensis SOLA et al. (1988)
Xenomelaniris brasiliensis ~ BRUM et al. (1996)
(atualmente Atherinella brasiliensis)
Atherinella brasiliensis CORTINHAS et al. (2001); CORTINHAS (2002);

DA SILVA CORTINHAS et al. (2003); NOLETO et al. (2004)

Partindo da hipétese de ARAlI e NAGAIWA (1976) que propdem que o
incremento de cromossomos bibraquiais € considerado como estado derivado,
GAJARDO (1992) observou um alto numero de cromossomos bibraquiais
juntamente com o 2n=46 em Basilichthys microlepidotus, sugerindo que esta espécie
seja mais derivada cariotipicamente do que B. australisicaracterizada no mesmo
estudo. BRUM et al. (2001) também encontrou um nimero dipléide reduzido (2n=44)
- em Porichthys porosissimus (Batrachoidiformes), sugerindo que esta redugdo no
valor de 2n deve-se a fusbes céntricas, dando origem a 4 }cromossomos
metacéntricos, e . as inversdes pericéntricas teriam dado origem aos outros
Cromossomos bibraquiais. Para BRUM (1995) e BRUM et al. (1995) o cariétipo
derivado também conteria cromossbmos bibraquiais, resultando num valor de
NF>48.

Os Atheriniformes possuem caridtipos derivados, haja vista a divergéncia no
numero de bragos cromossdmicos frente ao padrao de Perciformes (NF=48) (BRUM,
1995), confirmando o fato das inversdes pericéntricas serem comuns durante a
evolugdo cromossomica de telesteos marinhos.

Assim, varios mecanismos parece'm ter atuado na evolugéo cromossOmica dos
teleésteos. Segundo CANO et al. (1982) apud AFFONSO (2000) as inversdes
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pericéntricas estdo entre os principais mecanismos envolvidos na evolugdo do
cariotipo em teledsteos, levando a alteragbes no numero de bragos cromossomicos.
A maioria das opinides aponta para uma tendéncia no aumento do numero
fundamental (NF), seguida da redugéo de valores 2n (NOLETO, 2003).

Quanto a espécie Atherinella brasiliensis, dos estudos realizados no Brasil até
o momento, foram cariotipadas espécies do litoral do Rio de Janeiro (BRUM et al.,
1996), do litoral do Parana (Baia de Paranagua) (CORTINHAS et al., 2001,
CORTINHAS, 2002; DA SILVA CORTINHAS et al., 2003; NOLETO et al., 2004) e da
Lagoa da Conceigdo (SC), (DA SILVA CORTINHAS et al., 2003). Todos os estudoé
mostraram um 2n=48, porém diferentes valores de NF.

Os resultados obtidos por BRUM et al. (1996) mostraram o mesmo numero
dipl6ide com 10M-SM, 38ST-A, e um numero fundamental de 58, enquanto que no
presente trabalho, o valor do NF é de 84. Esta diferenga pode ser explicada pela
dificuldade de se fazer uma perfeita distingao entre cromossomos subtelocéntricos e
acrocéntricos, devido ao reduzido tamanho, ao grau de condensagao do
cromossomo e da qualidade das metafases.

No estudo realizado por CORTINHAS et al. (2001) foi encontrado um numero
dipléide modal de 48 (2n=48), com férmula cariotipica 4M, 14SM, 30ST-A, e um
namero fundamental de 66 (NF=66). Esta diferenga encontrada no valor do NF é
explicada pelo fato de que no trabalho acima citado, os cromossomos
subtelocéntricos foram considerados como portadores de um brago cromossémico,
enquanto que neste estudo optamos por considerar estes cromossomos como.
portadores de dois bragos, norma esta estabelecida no I Simpésio de Citogenética
Evolutiva e Aplicada de Peixes Neotropicais em 1986.

DA SILVA CORTINHAS et al. (2003) também encontrou 2n=48 cromossomos
com férmula cariotipica padrao de 4M, 10SM, 14ST, 20A perfazendo um numero
fundamental de 76. Este cafiétipo foi considerado o de maior frequéncia, visto que
os autores detectaram a ocorréncia de cinco diferentes citétipos nas espécies
analisadas da Baia de Paranagua que diferiam quanto aos nimeros fundamentais e
férmulas cariotipicas: citétipo 1- NF=78 (6M, 10SM, 14ST, 18A), citétipo 2- NF=82
(4M, 12SM, 18ST, 14A), citotipo 3- NF=80(4M, 16SM, 12ST, 16A), citotipo 4- NF=86
(4M, 16SM, 18ST, 10A) e citétipo 5- NF=80 (2M, 14SM, 16ST, 16A), enquanto que
na Lagoa da Conceigao foi detectado apenas 1 citétipo diferente com NF=80 (4M,
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20SM, 8ST, 16A). Nenhum dos 5 citétipos descritos para a Baia de Paranagua
confere com a férmula cariotipica descrita no presente estudo, variando ora o
namero de M/SM, ora SM/ST ou ainda ST/A. Isto pode se dever ao tamanho
reduzido ou grau de condensagao do cromossomo, dificultando o estabelecimento
dos tipos cromossomicos nestes peixes, ou ainda, mesmo sendo raro em peixes
marinhos, devido a estrutura populacional e a homogeneidade do ambiente, os
diferentes citétipos encontrados, segundo o estudo realizado, poderiam estar
refletindo um processo de evolugao biolégica.

Os resultados acima citados foram corroborados por NOLETO et al. (2004),
que estudaram esta espécie também na costa paranaense, entretanto o valor de NF
nao foi seguramente determinado, variando de 80 e 84, uma vez que o numero de
cromossomos acrocéntricos variou de 6 a 8 pares. Esta divergéncia mostra
novamente a dificuldade em estabelecer os tipos cromossémicos nestes peixes, o
que faz persistir a duvida sobre o verdadeiro valor do NF nos cari6tipos descritos.

No ambiente marinho, as barreiras ao fluxo génico sdo complexas e nem sempre
identificaveis, especialmente quando se considera a participagdo de fatores
dindmicos associados aos potenciais dispersivos de um grupo vivente (MOLINA,
GALETTI, Jr., 2004). Mas, considerando-se a diversificagdo cariotipica de peixes
como um todo, observa-se um conservadorismo cariotipico mais extensivo nos
tele6steos marinhos, o que poderia ser devido @ menor barreira fisica existente, a
homogeneidade das condigbes ambientais, a maior vagilidade de seus
representantes' e a ocorréncia de populagdes constituidas por um grande nimero de
individuos, nao restringindo muito o fluxo génico entre as populagées (BRUM, 1995).
Neste contexto, uma possivel estruturagdo das populagoes de Atherinella
brasiliensis pode estar ocorrendo considerando-se o potencial dispersivo da espécie,
visto que o padrao triangular dbs movimentos migratorios (area de desova, areas de
criagao/bergario e areas de alimentagdo dos adultos) manifesta-se no plano vertical
(BARNES; HUGHES, 1988), sendo portanto capaz de restringir o fluxo génico entre
populagbes de uma mesma Baia. Isto pode entdo vir a se refletir no cariétipo, como
foi observado por DA SILVA CORTINHAS et al. (2003).

Outro aspecto de destaque na estrutura cariotipica de Atherinella brasiliensis diz
respeito a auséncia de cromossomos sexuais. Os peixes, diferentemente das aves e

mamiferos, ndo apresentam cromossomos sexuais na base de sua filogenia. Assim,
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esse carater deve ter surgido de forma independente e repetida na histéria evolutiva
desse grupo, onde algumas espécies apresentam cromossomos sexuais bem
diferenciados, embora essa ocorréncia nao seja frequente (ARTONI et al., 2000).

Quanto a microestrutura cariotipica, o0 bandamento C na espécie A. brasiliensis
revelou um padrdo comum presente entre os peixes, onde observa-se uma
tendéncia a presenga de blocos heterocromaticos centroméricos e teloméricos
(GOLD; AMEMIYA; ELLISON, 1986; FORESTI; ALMEIDA-TOLEDO; TOLEDO
FILHO, 1989 apud CORTINHAS, 2002). Contudo, além dessas marcagdes,
observou-se segmentos pericentroméricos com grandes blocos heterocromaticos em
cromossomos submetacéntricoos, subtelocéntricos e acrocéntricos e ocupando todo
0 brago de um par de cromossomos metacéntricos. Estes blocos heterocromaticos
em regides pericentroméricas € no brago de um par de cromossomos metacéntricos,
foi também encontrado para a espécie no estudo feito por DA SILVA CORTINHAS et
al. (2003).

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 sequéncias repetitivas (FISCHER et al.,
2000) e posterior inversao pericéntrica.

A maior relevancia da adigao de heterocromatina estaria na influéncia que
esta exerce no processo de diferenciagéo cariotipica (MOLINA; GALETTI, 2004),
representando um pré-requisito importante para que ocon;ram mudangas funcionais e
estruturais no complemento cromossémico (CAPUTO et al., 2001). 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) além de,
facilitar as fusdes entre elementos translocados (CAPUTO et al., 2001), atuar no
processo inicial da origem e desenvolvimento de cromossomos sexuais,
representando uma forma efetiva de isolamento meiético entre cromossomos (SING
et al., 1980; MOREIRA-FILHO et al., 1993 apud CIPRIANO, 2005), manter a
estrutura do nucleo celular, favorecer o pareamento na meiose e proteger regiées
geneticamente ativas (HSU et al., 1975; BIANCHI, 1977; BABU, 1998). No entanto,
nem todas estas propriedades sdo constantes ou exclusivas, o que faz da
heterocromatina um material extremamente complexo e dificil de ser definido.
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As Regides Organizadoras de Nucléolos (RONs) seguiram um padrao comum
em peixes marinhos com apenas um par marcado pela impregnag¢ao com nitrato de
prata. Este padrao de RONs simples, em que apenas 2 cromossomos apresentam
marcagoes € considerado comum ndo sé para os teleésteos, mas para a grande
maioria dos vertebrados (SCHMID, 1980). Em peixes, das 231 espécies descritas
em relagao ao numero e localizagdo de RONs, cerca de 71% apresentam RONs
simples (OLIVEIRA; ALMEIDA-TOLEDO; FORESTI, 2000). Esta alta frequéncia de
RONs simples, esta de acordo com a posigdo basal dos mesmos dentro do grupo
dos vertebrados, visto que em mamiferos considera-se este carater primitivo (HSU et
al., 1975).

Seguindo um padrao de outros teleésteos modernos e das espécies
Odonthestes bonariensis (SOLA et al., 1988) Odonthestes sp (BRUGGER et al.,
1990), as regides organizadoras de nucléolo de A. brasiliensis estdo situadas em
posi¢ao terminal no brago curto de um par de cromossomos com dois bragos. Estes
cromossomos podem ter evoluido de acrocéntricos que apresentavam as RONs e
que sofreram posterior inversao pericéntrica (AFFONSO et al., 2002) (Figura 12). DA
SILVA CORTINHAS et al. (2003) detectaram as RONs no brago curto de um par de
cromossomos_ acrocéntricos, devendo-se esta diferenga provavelmente ao fato de
que os autores ndo levaram em consideracao a constricdo secundaria ao fazer a

classificagao do tipo cromossémico.

FIGURA 12 - REPRESENTACAO HIPOTETICA DA ORIGEM DA RON EM
CROMOSSOMOS BIBRAQUIAIS (AFFONSO et al., 2002)
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Quanto aos heteromorfismos das RONs, AMEMIYA e GOLD (1986) apud
CORTINHAS (2002) propdem trés diferentes tipos: de atividade, em que somente
uma RON do par de cromossomos € transcricionalmente ativa, sintetizando RNAr;
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de delegdo de RON, em que um dos dois homélogos perde uma RON inteira; de
tamanho, quando um homdlogo marcado pela RON apresenta diferenca em
tamanho. Os dois primeiros tipos de heteromorfismos ndo sdo detectados pela
coloragao convencional em Giemsa e nem por impregnacgao por nitrato de prata,
fazendo-se necessario a utilizagdo de outras técnicas, como por exemplo,
tratamento com corantes fluorescentes e hibridagao in situ com sonda 18S.

Heteromorfismos de tamanho séo bastante frequentes em peixes, sendo
encontrados também em outros vertebrados (SCHMID, 1982; ALMEIDA-TOLEDO,;
FORESTI, 1985). Geralmente estes heteromorfismos se devem a associagbes de
RONs em cromossomos homélogos ou ndo homélogos, onde pode ocorrer troca de.
segmentos entre os cromossomos do par (DENTON; HOWELL; BARRET, 1976
apud NOLETO, 2003). Este tipo de polimorfismo foi detectado em Odontesthes
bonariensis (SOLA et al., 1988) e em Atherinella brasiliensis (CORTINHAS, 2002),
entretanto isto ndo foi observado para esta espécie no presente estudo, fazendo-se
necessaria a utlizacdo de técnicas que permitam a verificagdo se ha
heteromorfismo com relacdo a perda da RON em um dos homdlogos ou por
atividade de apenas um par cromossémico. |

As RONs podem estar associadas as constricbes secundarias e sao
geralmente observadas ao menos em um cromossomo do conjunto hapléide de cada
especie. Segundo WARBURTON e HENDERSON (1978) apud WASKO (1996),
quando se observa apenas um par de cromossomos com contricao secundaria, esta
geralmente corresponde a Regido Organizadora de Nucléolo. Em peixes, geralmente
se observa a associagdo de RONs a regides heterocromaticas, ou seja, a regides.
banda C+, ao contrario do que ée observa em mamiferos (ALMEIDA-TOLEDO;
FORESTI, 1985). A presenca de heterocromatina congruente as RONs parece
contribuir para as altas taxas de rearranjos cromossémicos, uma vez quev servem de
embasamento a probabilidéde da ocorréncia de inversdes pericéntricas envolvendo
estas regides. Sabe-se qué 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). Associagdo de RONs as constricdes secundarias foram
observadas em estudos feitos em espécies marinhas, incluindo nos exemplares de
A. brasiliensis analisados por DA SILVA CORTINHAS et al. (2003). Associagdes
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com segmentos heterocromaticos também foram verificadas em alguns peixes
marinhas, incluindo Odontesthes bonariensis (SOLA et al., 1988) e Atherinella
brasiliensis (DA SILVA CORTINHAS et al., 2003). Entretanto devido a dificuldade de
se observar constricbes secundarias nas metafases analisadas e aos resultados
insatisfatérios de bandamento sequencial, nao foi possivel verificar tais associagoes.

A descrigdo cariotipica realizada nos exemplares de Atherinella brasiliensis
pertencentes a Baia das Laranjeiras e sua comparagdo com as demais populagdes
analisadas em diversos estudos, € de fundamental importancia para uma melhor
descrigdo do cariétipo e compreensao da evolugdo cromossdmica para esta espécie
de peixe. Para dados mais precisos, propde-se ampliar a amostragem bem como
melhorar a qualidade dos cromossomos e aplicar técnicas que unam a Citogenética
Classica a Molecular como a hibridagédo in situ, uma ferramenta capaz de relacionar
a informagdo molecular de uma sequéncia do DNA com sua posigao fisica ao longo
dos cromossomos. Estes dados podem colaborar ainda para um estudo que vem
sendo realizado por Da Silva Cortinhas, com a mesma populagao de A. brasiliensis,
s6 que utilizando marcadores moleculares (RAPD) para inferir sobre a possivel
estruturacao de tais populagdes. Esta associagdo permite chegar mais préximo a
uma real histéria evolutiva desta espécie e do grupo como um todo.
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6 CONCLUSAO
De acordo com o resultados obtidos concluiu-se que:

a) A populagdo de Atherinella brasiliensis pertencentes a Baia das Laranjeiras
apresenta um numero dipléide de 48 cromossomos, como os demais
Atherinopsidae cariotipados, possuindo um cariétipo com 4M, 14SM, 18ST,
12A e NF=84

b) A técnica de impregnagdo por AgNO3 evidenciou apenas um par de

cromossomos, seguindo o padrao comum em peixes marinhos

c) As bancas C marcaram regides centroméricas, pericentroméricas e com
varios cromossomos do complemento apresentando grandes blocos

heterocromaticos
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