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SANTOS, Angélica Rossotti dos. Estudo da diversidade cariotipica em Bryconamericus
ecai Silva, 2004 utilizando diferentes marcadores cromossdmicos. 2011 41 f. Disserta¢do
(Mestrado em Genética e Biologia Molecular) — Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, 2011.

RESUMO

No presente estudo foram realizadas analises citogenéticas em exemplares de Bryconamericus
ecai, coletados no sistema hidrografico da Laguna dos Patos, sendo estes os primeiros estudos
para esta espécie. Todos os individuos analisados apresentaram 2n=52 entretanto, com
diferentes formulas cariotipicas, resultando em 4 citotipos, sendo observada a presenga de um
macrocromossomo acessorio no citotipo III. A heterocromatina em Bryconamericus ecai
apresentou-se distribuida na regido pericentromérica da maioria dos cromossomos nos
citotipos I, II e III; e no citotipo IV blocos de heterocromatina foram evidenciados em regides
pericentroméricas € em um par em posicao intersticial. O cromossomo acessorio mostrou-se
heterocromatico apenas nas regides centromérica e terminal do brago curto. A coloracdo do
bandamento C com fluorocromos CMA; ¢ DAPI evidenciou heterocromatina DAPI" em
regides pericentroméricas e terminais no citdtipo I; no citdtipo II e III foram observadas
bandas terminais CMA;" em um par cromossdémico e marcagdes terminais DAPI™ em alguns
cromossomos. O cromossomo B apresentou heterocromatina terminal GC rica. No cit6tipo IV
foram observados sinais CMA;" na regido terminal e intersticial e marcagdes centroméricas e
terminais DAPI” em alguns cromossomos. As regides organizadoras de nucléolos (RONSs),
por meio da impregnacao pelo nitrato de prata, foram multiplas nos citotipos I, III e IV, com
variagdo inter e intraindividual nos citétipo I e III e variagdo interindividual no citotipo IV.
No citotipo II foi observada a presenca de apenas um par de cromossomos portadores de sitios
AgRONSs. A coloragdo com o fluorocromo cromomicina As, evidenciou sinais CMA;" na
regido terminal, com variacdo inter e intraindividual nos citotipos I, II e III, sendo alguns
sitios coincidentes com as RONs. No citotipo IV houve maior nimero de sitios CMA;" em
relacdo aos outros citotipos, sendo observado um par com marcagdo intersticial coincidente
com a heterocromatina. A hibridagao in situ com a sonda de DNAr 18S, revelou, no citotipo I,
quatro cromossomos portadores de sitios ribossémicos 18S, sendo coincidentes com os sitios
AgRONSs. No citotipo II foi confirmado o sistema simples de RON. No citotipo III até seis
cromossomos foram marcados, tendo correspondéncia com algumas RONs e maior
coincidéncia com os sinais CMA;" e no citotipo IV dois cromossomos apresentaram sinais
fluorescentes, coincidentes com as RONs. O acentuado polimorfismo cromossomico
observado entre os exemplares de Bryconamericus ecai somado aos dados da literatura,
demonstram que rearranjos cromossOmicos, especialmente inversdes pericéntricas, tiveram
um papel importante na evolug¢do cariotipica deste grupo de peixes, mostrando que sua
evolucdo ocorreu de modo divergente. Pode-se inferir também, que esteja ocorrendo mais de
uma espécie de Bryconamericus, vivendo em simpatria no rio Forquetinha/RS.

Palavras-chave: Characidae. Citotipos. Composigdo heterocromatica. RON. Fluorocromos.
FISH.



SANTOS, Angélica Rossotti dos. Study of karyotypic diversity in Bryconamericus ecai
Silva, 2004 by chromosomal markers. 2011 41 f. Dissertation (Master’s Degree in Genetics
and Molecular Biology) —Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2011.

ABSTRACT

In the present study cytogenetic analysis were performed on specimens of Bryconamericus
ecai collected in the water shed of the Laguna dos Patos, which are the first study in this
species. All individuals analized had 2n = 52 with different karyotypic formulae, resulting in
four cytotypes, revealing the presence of a macro acessory chromosome in cytotype III
Heterochromatin in Bryconamericus ecai is distributed in the pericentromeric region of most
chromosomes in cytotypes I, II and III, and in the cytotype IV the heterochromatin blocks
were detected in pericentromeric regions and in interstitial region in only one pair of
chromosome. The accessory chromosome showed heterochromatic blocks just in the
centromeric and terminal regions of the short arm. The C banding was stained with the
fluorochromes DAPI and CMAj3 and revealed heterochromatin DAPI" in the pericentromeric
and terminal regions in cytotype I; in cytotype II and III were observed terminal CMA;"
bands on one chromosome pair and terminal markings DAPI" in some chromosomes. The
acessory chromosome heterochromatin terminal is GC rich. In cytotype IV were observed
signals CMA;" in the interstitial and terminal regions and DAPI'" in the centromeric and
terminal region of some chromosomes. The nucleolar organizer regions (NORs) identified by
silver nitrate impregnation, were multiple in the cytotypes I, III and IV, with inter and intra
individual variation in cytotype I and III and an interindividual variation were found in
cytotype IV. In the cytotype II was observed the presence of only one pair of chromosomes
bearing AgNOR sites. Staining with the fluorochrome chromomycin Az showed signs CMA3"
in the terminal region in the cytotypes I, II and III, with variations inter and intra individual,
some sites were coincident with the NORs. In cytotype IV was observed more sites CMA3"
then in the other cytotypes, and one pair of chromosomes showed interstitial markings
coincident with the heterochromatin. In situ hybridization with 18S rDNA probe revealed, in
cytotype I, four chromosomes bearing 18S ribosomal sites, which were coincident with the
sites AgNOR. Cytotype II was confirmed the simple system of RON. In cytotype III six
chromosomes were marked, with some correspondence with AgNOR and higher coincidence
with the signals CMA;". Two chromosomes in cytotype IV showed fluorescent signals,
coincident with the NORs. The chromosomal polymorphism observed among the specimens
of Bryconamericus ecai and the data found in the literature reveals that chromosomal
rearrangements, especially pericentric inversions, had an important role in karyotype
evolution of this group of fish, showing that its development was divergent. It’s also possible
infer that there is more than one species of Bryconamericus living in sympatry in the
Forquetinha river/RS.

Keywords: Characidae. Cytotypes. Heterochromatic composition. NOR. Fluorochromes.
FISH.
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1 INTRODUCAO

1.1 CARACTERISTICAS GERAIS DA FAMILIA CHARACIDAE

A familia Characidae destaca-se dentro da ordem Characiformes, por
representar o maior grupo de peixes de agua doce da América do Sul, possuindo 1352
espécies, sendo 952 validas e 400 ainda nao descritas (REIS et al., 2003). Compreende
membros de porte diversificado, desde pequenos (“mato-grosso”, “piaba”, etc) a grandes
(“dourado”, “pacu”, etc), e encontram-se distribuidos em vdarios ambientes da regido
Neotropical (GRACA; PAVANELLI, 2007). Espécies de Characidae ocorrem desde o
sudoeste do Texas nos Estados Unidos até as regides de clima ameno da Argentina e do Chile.
Embora a familia ndo seja exclusiva de riachos, seus membros formam o principal conjunto
desse habitat, sendo frequentes nos riachos do sudeste do Brasil espécies de Astyanax,
Hyphessobrycon, Cheirodon, Bryconamericus, Deuterodon e Hollandichthys (BUCKUP,
1999).

Além da grande varia¢do no porte das espécies, também podem apresentar
inimeros tipos de habitos alimentares, estratégias reprodutivas, padrdes comportamentais,
preferéncias de habitats, padroes de colorido e variagdes morfoldgicas de toda natureza, o que
a caracteriza como a familia mais heterogénea dentro dos peixes neotropicais. Muitas espécies
tém importancia na pesca comercial e esportiva e outras sdo amplamente utilizadas por
aquariofilistas (GRACA; PAVANELLI, 2007).

O amplo nimero de espécies que constituem a familia Characidae
compreendem diferentes subfamilias, muitos géneros eram incluidos na subfamilia
Tetragonopterinae. Entretanto, por ndo existirem evidéncias de que esta subfamilia fosse
monofilética, Lima et al. (2003), listaram 88 desses géneros como sendo do grupo Incertae
Sedis, incluindo 620 espécies. Dentre estes géneros estdo Hyphessobrycon, Astyanax,
Moenkhausia, Hemigrammus e Bryconamericus. Atualmente, a subfamilia Tetragonopterinae
¢ composta por apenas duas espécies Tetragonopterus argenteus e Tetragonopterus chalceus
(REIS et al., 2003).
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1.2 CONSIDERACOES GERAIS SOBRE O GENERO BRYCONAMERICUS

O género Bryconamericus ¢ um dos menos diversificados da familia
Characidae, com ampla distribui¢do na América Central e do Sul (VARI; SIEBERT, 1990),
sendo pouco conhecido taxonomicamente e constituido por 51 espécies de acordo com Lima
et al. (2003). Posteriormente, outras cinco espécies foram descritas: B. ecai e B. patriciae,
Silva, 2004 do Sul do Brasil, B. turiuba, Langeani, Lucena, Pedrini e Tarelho-Pereira, 2005
da bacia do alto Rio Parana, Brasil, B. cinarucoense n. sp. e B. singularis n. sp. Roman-
Valencia, Taphorn e Ruiz-C, 2008, rio Cianuroco, Venezuela, aumentando, assim, para 56
espécies validas. As espécies deste género sao muito semelhantes entre si, diferindo apenas
em pequenos detalhes, sendo que os padrdes de coloragdo sdo invaridveis.

Oricolli ¢ Bennemann (2006), estudando a dieta de Bryconamericus
iheringii (Boulenger, 1887) em riachos da bacia do Rio Tibagi/PR, verificaram que esta
espécie alimenta-se em toda a coluna de agua: na superficie consome sementes € insetos
terrestres; no meio, algas filamentosas; e no fundo, detritos e quironomideos, ingerindo junto,
sedimento em grande quantidade.

Segundo Silva (2004), Bryconamericus ¢ um género polifilético com muitos
grupos de espécies. Este autor reconheceu trés grupos de espécies na América do Sul, baseado
principalmente na posigdo e forma dos dentes maxilares: grupo exodon que inclui B. exodon
Eigenmann, 1907 e B. stramineus Eigenmann, 1908 e ocorrem no sistema rio Parana —
Paraguai, rio S3o Francisco e sistema do rio Uruguai; grupo microcephalus composto por B.
ornaticeps Bizerril e Peres-Neto, 1995 ¢ B. tenuis Bizerril e Auraujo, 1992 estas espécies
ocorrem em rios costeiros do Atlantico entre o Parana e o Estado do Rio de Janeiro e o grupo
iheringii incluindo todas as espécies encontradas na regido sul da América do Sul, sendo que

B. patriciae ¢ B. ecai pertencem a este tltimo grupo.

1.3 CONSIDERACOES CITOGENETICAS SOBRE O GENERO BRYCONAMERICUS

Neste grupo de peixes existem poucos dados citogenéticos, entretanto, o
numero diploide 52 parece ser relativamente caracteristico no género Bryconamericus, sendo

que a unica espécie que apresentou 2n=54 foi Bryconamericus sp. E, analisada por Wasko e
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Galetti Jr. (1998), com significativas variagdes na macro € microestrutura cariotipica neste
grupo de peixes.

Wasko e Galetti Jr. (1998) estudaram quatro espécies de Bryconamericus sp.
e todas apresentaram diferentes formulas cariotipicas, sendo que Bryconamericus sp. B do rio
Piracicaba/SP apresentou dois citotipos.

Paintner-Marques et al. (2002a) estudando Bryconamericus aff. exodon,
coletados no Ribeirdo Trés Bocas/PR, também encontraram dois citotipos e observaram, no
citotipo II, um heteromorfismo de tamanho no primeiro par de cromossomos metacéntricos,
em alguns individuos. Segundo estes autores estas variacdes podem estar relacionadas a
rearranjos cromossomicos, tais como inversdes pericéntricas, que parecem exibir um
importante papel na evolucao cariotipica deste grupo de peixes.

Diferentes populagdes de Bryconamericus aff. iheringii foram analisadas por
diversos autores e variagdes nas formulas cariotipicas tanto inter quanto intrapopulacionais
foram observadas (Paintner-Marques et al., 2003; Capistano et al., 2008; Portela-Castro et al.,
2008; Eberhardt et al., 2008 e Silva et al., 2010).

Portela-Castro et al. (2008) e Capistano et al. (2008) estudando esta espécie
do rio Keller/PR encontraram dois citotipos. Variagdo maior foi observada em
Bryconamericus aff. iheringii do ribeirdo Trés Bocas/PR, onde Eberhardt (2008) encontrou
quatro citdtipos e, mais recentemente, Silva (2010) encontrou nesta mesma populagdo mais
outros dois citotipos. Eberhardt (2008), sugere que a existéncia de 4 citdtipos em
Bryconamericus aff. iheringii, do ribeirdo Trés Bocas, devido a ocorréncia de rearranjos do
tipo inversdes pericéntricas.

As espécies do género Bryconamericus apresentam padroes especificos de
banda C, mostrando uma variabilidade na localizacdo da heterocromatina, como observado
por Wasko e Galetti Jr. (1998) em cinco popula¢des de Bryconamericus sp. com blocos
heterocromaticos distribuidos em regides intersticiais, teloméricas e/ou centroméricas, sendo
que uma delas apresentou pelo menos quatro bracos de diferentes cromossomos, inteiramente

heterocromaticos.

Paintner-Marques et al. (2003) analisando Bryconamericus aff. iheringii, do
rio Agua da Floresta/PR, observaram blocos heterocromaticos nas regides centroméricas e
teloméricas na maioria dos cromossomos. Portela-Castro et al. (2008), analisando esta mesma
espécie do rio Keller/PR, detectaram a heterocromatina nas regides pericentroméricas da

maioria dos cromossomos, em ambos citdtipos, no entanto, as marcagdes teloméricas foram
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mais evidentes em alguns pares cromossdmicos. Com a utilizagdo da técnica de banda-G com
tripsina nesta mesma populagdo, Portela-Castro et al. (2008), observaram véarias bandas em
regides intersticiais de diferentes cromossomos do citdtipo I e, no citotipo II, foram
evidenciadas marcagdes no brago curto e/ou longo de varios pares cromossomicos e, ainda,
algumas marcagoes intersticiais. Também foi evidenciado pelos mesmos autores um padrao
de banda-R por incorporagao de 5-BrdU, nos cromossomos do citotipo II de Bryconamericus
aff. iheringii. Esse padrdo mostrou, em algumas metafases, o par 6 (submetacéntrico)
heterocromatico no brago curto (banda-C positivo) correspondente a regido tardia de

replicacao.

As regides organizadoras de nucléolos (RONs) também sdo bastante
variaveis neste grupo de peixes, podendo apresentar variagdes intra e interindividuais no
numero ¢ localizagdo de sitios de DNA ribossomicos, caracterizando Bryconamericus como
um grupo com RONs multiplas, como pode ser observado na tabela 1. Entretanto, em
Bryconamericus aff. iheringii do rio Agua da Floresta e do corrego Tatupeba, analisadas por
Paintner-Marques et al. (2003) e por Capistano et al. (2008), respectivamente, foi evidenciado
um sistema de RON simples.

Em Bryconamericus aff. iheringii, do ribeirdo Trés Bocas, populacdo
estudada recentemente por Eberhardt (2008) e Silva (2010) foram encontrados tanto o sistema
de RONs simples quanto o de RONs multiplas entre os citotipos. Esta variabilidade de RONs
entre os diferentes citdtipos e mesmo dentro deles, segundo Eberhardt (2008), poderia sugerir
a ocorréncia de duas espécies diferentes de Bryconamericus vivendo em simpatria no mesmo
local.

Fluorocromos base-especificos, tanto mitramicina como a cromomicina Aj
ja foram utilizados em preparagdes cromossomicas do género Bryconamericus, para
observagdo de regides ricas em GC. Wasko (1996) analisando 5 espécies de Bryconamericus
observou que as RONs eram positivas para o fluorocromo mitramicina, exceto em
Bryconamericus sp. E. Paintner-Marques et al. (2002b, 2003) analisando Bryconamericus aff.
exodon e Bryconamericus aff. iheringii observaram marcagdes fluorescentes CMA; positivas
coincidentes com os cromossomos AgRONSs.

A técnica de hibridagdo in situ por fluorescéncia, com sonda de DNAr 18S,
utilizada por Paintner-Marques et al. (2002b, 2003) em Bryconamericus aff. exodon e
Bryconamericus aff. iheringii, respectivamente, evidenciaram oito marcagoes teloméricas na

primeira espécie, comprovando um sistema de RONs multiplas e confirmou a presenga de
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apenas um par de cromossomos com cistrons ribossdomicos na segunda espécie. Capistano et
al. (2008) encontraram na populagdo de Bryconamericus aff. iheringii do coérrego Maringa
citotipo I, seis sitios fluorescentes do qual quatro corresponderam aos cromossomos AgRONs
e na populagdo do rio Kelller citotipo II, a FISH revelou dez sitios ribossémicos que incluiram
marcagoes AgRONs. Os mesmos autores observaram na populagdo do corrego Tatupeba
citotipo III, apenas dois sinais fluorescentes confirmando um par AgRON.

A ocorréncia de diferentes formulas cariotipicas (citotipos) e polimorfismos
de RONs no género Bryconamericus, principalmente em Bryconamericus aff. iheringii,
revelam que rearranjos cromossdmicos tem tido um importante papel na evolugdo cariotipica
neste género, mas que também ¢ necessario um estudo taxondmico mais detalhado deste
grupo de peixes e os dados citogenéticos constituem um importante instrumento para o
estabelecimento de possiveis semelhancas entre as espécies deste género com outros

caracideos.

1.4 SISTEMA HIDROGRAFICO DA LAGUNA DOS PATOS

O Sistema Hidrografico da Laguna dos Patos/RS, que ¢ o local de coleta
deste estudo, ¢ a maior laguna litoranea localizada na América do Sul (TOLDO et al., 2006),
estendendo-se por aproximadamente 240km com uma largura média de 40km, localizada
paralelamente a costa Atlantica do estado do Rio Grande do Sul. A unica saida para o Oceano
Atlantico fica situada no extremo meridional da laguna, na cidade de Rio Grande. A Laguna
dos Patos recebe uma contribuicdo de 4dgua doce de uma area de drenagem que cobre a
metade do Estado do Rio Grande do Sul (TOLDO et al., 2006). As bacias do Lago Guaiba e,
em um menor grau, a do rio Camaqua, sdo as fontes primarias de entrada de d4gua (IRGANG
et al., 2009).

De acordo com Carvalho et al. (2005), a grande dimensdo da Laguna dos
Patos e sua conexdo com o mar fazem dela um recurso hidrico importante, sendo um local de
refagio e reproducdo de diversas espécies de animais, sendo também utilizada para o turismo,
lazer, entre outras atividades. Segundo Hartmann e Svaldi (2002), a pesca camaroeira na
Laguna dos Patos ¢ uma das atividades de maior importancia econdmica da regido.

Arroios e riachos, como os encontrados no sistema da Laguna dos Patos,

foram ressaltados por autores como Pessano et al. (2005), Azevedo et al. (2003), por serem
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locais de reproducdao de espécies que habitam leitos maiores de rios. Apesar da grande
importancia desse sistema hidrografico muitos rios ou mesmo micro-bacias ainda nao sao
estudadas e provavelmente este locais abriguem novas espécies e informagdes importantes do
ponto de vista cientifico (Ribeiro e Kohler, 2007).

Estudos citogenéticos foram recentemente iniciados neste local em alguns
grupos de peixes como na familia Pimelodidae, por Treco et al. (2008) que analisaram
espécimes de Pimelodus maculatus e Parapimelodus nigribarbis; na familia Characidac Rosa
et al. (2009) e Pacheco et al. (2010) analisaram Astyanax laticeps e Astyanax jacuhiensis,
respectivamente; na familia Cichlidae Pires et al. (2010) realizaram estudos com Geophagus
brasiliensis, Gymnogeophagus gymnogenys e G. labiatus; e na familia Loricariidae Maia et
al. (2010) estudaram exemplares de Rineloricaria cadeae e R. strigilata. At¢ o momento nao

existe nenhum dado citogenético no género Bryconamericus da Laguna dos Patos
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizacdo citogenética de peixes da espécie Bryconamericus ecai,

coletados no Sistema Hidrografico da Laguna dos Patos/RS.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

analisar e comparar os diferentes caridtipos de Bryconamericus ecai;

detectar as regides organizadoras de nucléolos (RONS5)

analisar a distribui¢cdo e a composi¢ao de bases da heterocromatina;

identificar as regides cromossOmicas ricas em pares de bases G-C e A-T;

e Jlocalizar os cistrons ribossomicos 18S;

e contribuir com mais dados citogenéticos sobre este grupo de peixes para um melhor

entendimento de suas relagdes evolutivas.



CAPITULO 1

OCORRENCIA SIMPATRICA DE QUATRO CITOTIPOS E CROMOSSOMO
EXTRA EM BRYCONAMERICUS ECAI SILVA, 2004 (CHARACIDAE):
POLIMORFISMO DE DNAR 18S E COMPOSICAO DE HETEROCROMATINA
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Resumo

No presente estudo foram analisados citogeneticamente exemplares de Bryconamericus ecai
Silva, 2004 coletados no rio Forquetinha/RS, sendo evidenciada uma ampla diversidade
cariotipica nesta espécie. Todos os individuos apresentaram 2n=50, com diferentes formulas
cariotipicas, resultando em quatro citdtipos, sendo observado um macrocromossomo B no
citotipo III. A heterocromatina foi visualizada distribuida na regido pericentromérica da
maioria dos cromossomos nos 4 citdtipos e também em um par com marcacao intersticial no
citotipo IV. A coloragdo com fluorocromos CMA; e DAPI revelou banda C rica em pares de
bases AT nos citotipos I, II e III, sendo observado um par com heterocromatina GC rica nos
citotipos II e III. O citdtipo IV apresentou heterocromatina CMAj3; e DAPI positivas. A
impregnagdo pelo nitrato de prata, a hibridagdo in situ e a coloragdo por fluorocromos
evidenciou um sistema multiplo de sitios AgRONs, DNAr 18S e CMA;, respectivamente, nos
citotipos I, III e IV, com variabilidade tanto inter quanto intraindividual no nimero e
localizagdo destes sitios. O citotipo 11 apresentou apenas um par AgRON coincidente com o
DNAr 18S e CMA;, indicando um sistema simples. O presente trabalho corrobora com os
demais autores quanto a variabilidade cariotipica deste grupo de peixes ¢ com os dados
citogenéticos observados em Bryconamericus ecai, pode-se inferir que provavelmente esteja
ocorrendo mais de uma espécie, vivendo em simpatria, no rio Forquetinha/RS.

Palavras-chaves: Bandamento cromossomico. Citogenética. FISH. Variabilidade cariotipica.
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INTRODUCAO

De acordo com Lima et al. (2003), o género Bryconamericus ¢ pouco
conhecido taxonomicamente ¢ inclui 51 espécies validas que habitam uma variedade de
ecossistemas de agua doce em toda América Central e do Sul. Posteriormente, outras cinco
espécies foram descritas: B. ecai e B. patriciae Silva, 2004 do Sul do Brasil, B. turiuba
Langeani, Lucena, Pedrini e Tarelho-Pereira, 2005 da bacia do alto Rio Parand, Brasil, B.
cinarucoense n. sp. e B. singularis n. sp Roman-Valencia, Taphorn ¢ Ruiz-C, 2008, rio
Cianuroco, Venezuela, totalizando 56 espécies descritas, até 0 momento.

Silva (2004) reconheceu trés grupos de Bryconamericus na América do Sul,
baseando-se, principalmente, na posigdo ¢ forma dos dentes maxilares: grupo exodon que
inclui B. exodon Eigenmann, 1907 e B. stramineus Eigenmann, 1908 e ocorrem no sistema rio
Parana — Paraguai, rio Sdo Francisco e sistema do rio Uruguai; grupo microcephalus
composto por B. ornaticeps Bizerril ¢ Peres-Neto, 1995 e B. tenuis Bizerril ¢ Auraujo, 1992,
que ocorrem em rios costeiros do Atlantico entre o Paranéd e o Estado do Rio de Janeiro e o
grupo iheringii incluindo todas as espécies encontradas na regido sul da América do Sul,
sendo que B. patriciae ¢ B. ecai pertencem a este ltimo grupo.

O numero diploide 52 parece ser relativamente caracteristico no género
Bryconamericus, apesar de existirem poucos dados citogenéticos, com uma Unica excecao,
Bryconamericus sp. E, analisada por Wasko e Galetti Jr. (1998), que possui 2n=54, sendo
significativas as varia¢des estruturais neste grupo de peixes (Erro! Fonte de referéncia nao
encontrada.).

As espécies do género Bryconamericus apresentam padrdes especificos de
banda C, mostrando uma variabilidade na localiza¢dao da heterocromatina, sendo evidenciadas
em regioes intersticiais, teloméricas e/ou centroméricas (Wasko e Galetti Jr. 1998; Paintner-
Marques et al., 2003; Capistano et al., 2008; Portela-Castro et al., 2008).

A ocorréncia de multiplas regides organizadoras de nucléolos (AgRONs) ¢
caracteristico do género Bryconamericus (Wasko et al., 1996, Wasko ¢ Galetti Jr., 1999;
Paintner-Marques et al., 2002a; Capistano et al., 2008) entretanto, RONs simples ja foram
evidenciadas em duas populagdes de Bryconamericus aff. iheringii (Boulenger, 1887) por
Paintner-Marques et al. (2003) e Capistano et al. (2008).

A coloragdo com o fluorocromo CMAj;, GC especifico, foi realizada por
Paintner-Marques et al. (2002b, 2003) em preparagdes cromossomicas de Bryconamericus aff.

exodon e Bryconamericus aff. iheringii, respectivamente, evidenciando marcag¢des
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fluorescentes coincidentes com as AgRONSs. Estes mesmos autores, utilizando a técnica de
hibridagdo in situ por fluorescéncia com sonda de DNAr 18S, confirmaram um sistema
multiplo e simples de RONs nestas mesmas espécies, assim como Capistano et al. (2008)
analisando trés outras populacdes de Bryconamericus aff. iheringii.

Devido a grande variabilidade cromossomica observada neste grupo de
peixes o objetivo deste trabalho foi analisar as caracteristicas citogenéticas convencionais €
moleculares de uma populagdo de Bryconamericus ecai, visando contribuir com mais

informagdes para o esclarecimento da evolugdo cariotipica neste género.

MATERIAL E METODOS

No presente trabalho foram analisados 13 individuos de Bryconamericus
ecai Silva, 2004, sendo 5 machos, 6 fémeas ¢ 2 de sexo indefinido, (Erro! Fonte de
referéncia nao encontrada.a) coletados no rio Forquetinha/RS
(29°24°22.47S/52°03°19.2”W), pertencente ao sistema hidrografico da Laguna dos Patos/RS
(figura 1b).

Coloracéao convencional:

Os cromossomos mitdticos foram obtidos de acordo com a técnica de
obtencdo direta (Bertollo et al., 1978) e corado com Giemsa 5% diluido em tampdo fosfato
(pH 6.8). A estimulacdo mitotica foi realizada através da injecdo prévia, nos animais, de
solugdo de fermento bioldgico, descrita por Lee e Elder (1980). Os cromossomos foram
classificados em metacéntricos (m), submetacéntricos (sm), subtelocéntricos (st) e
acrocéntricos (a), como comumente utilizado em peixes (Bertollo et al., 1983; Morelli et al.,
1983; Portela et al.,, 1988, entre outros). O nimero fundamental (NF) foi calculado
considerando os cromossomos metacéntricos, submetacéntricos e subtelocéntricos portadores

de dois bragos e cromossomos acrocéntricos portadores de um brago.

Bandamento cromossdémico:

As regides organizadoras de nucléolos ativas (RONs) foram detectadas pela

impregnacao com nitrato de prata (Howell e Black, 1980). O padrao de distribuicdo da
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heterocromatina foi determinado de acordo com a técnica de banda C com Giemsa apos
tratamentos com HCL 0.1 M, Ba (OH)2 e 2XSSC (Sumner, 1972) e com formamida 50%,
substituindo o Ba(OH), da técnica anterior (Fernandez et al., 2002). As bandas ricas em G-C e
A-T foram detectadas com Cromomicina A; (CMAj;) e 4’-6-diamidino-2-phenylindole
(DAPI), respectivamente, de acordo com Schweizer (1980). As laminas foram coradas com
0.5 mg/mL CMA; por 1 hora, lavadas em agua destilada e sequencialmente coradas com
2ug/mL DAPI por 15 minutos. As laminas foram montadas com um meio composto de

glicerol/tampao Mcllvaine (pH 7.0) 1:1, mais 2.5 mM de MgCl,.

Hibridacao Fluorescente in situ (FISH):

A Hibridacdo Fluorescente in situ foi realizada de acordo com Pinkel et al.
(1986), com modifica¢des. A sonda de DNAr 18S foi obtida a partir de Prochilodus argenteus
(Prochilodontidae) Spix & Agassiz, 1829 (Hatanaka e Galetti Jr., 2004), foi marcada com
biotina-14-dATP por nick translation. As laminas foram tratadas com 50 pL de mistura de
hibridacdo contendo 100 ng de sonda marcada (7,5 pL), formamida 50% (30 pL), sulfato de
dextrano 50% (12 pL), 20xSSC (10,5 pL). O mix de hibridagdo foi denaturado a 80°C, por 10
minutos e a hibridacao foi realizada overnight a 37°C em camara imida. Apo6s a hibridagao as
laminas foram lavadas em 2xSSC por 5 minutos, em 1 x PBS e 1 x PBD (20xSSC, Triton
100, leite em pd desnatado e agua destilada gsp 100; pH 7,0), todos a 45°C. A deteccao do
sinal foi feita utilizando 5 pL de FITC (1:100) e 45 pL. de BSA (5%) e para amplificar o sinal
foi utilizado 40 pL de solug¢do de amplificagdo (1,0 uL anti-avidina-biotina conjugada e 39 pL.
de 1xPBD). As laminas foram montadas com 25 pL da solu¢io de DABCO (1,4-diaza-
bicyclo (2.2.2)- octane (2,3%), 20 mM Tris HCI, pH 8.0, (2%) e glicerol (90%), em agua
destilada), 1 uL de MgCl, 50mM e 1 pL de iodeto de propideo (50 pg/mL). As imagens foram
obtidas com o fotomicroscopio Leica DM 4500 B, equipado com camera DFC 300FX e o
software 4.0 Leica IM50.

RESULTADOS

Coloracéo Convencional
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Todos os individuos analisados de Bryconamericus ecai apresentaram
numero dipléide igual a 52 entretanto, foram observadas diferentes formulas cariotipicas,
caracterizando 4 citotipos: citotipo I com 10m+10sm+8st+24a e nimero fundamental (NF)
igual a 80, observado em 3 exemplares (23%), sendo dois machos e uma fémea (Erro! Fonte
de referéncia ndo encontrada.a); citotipo II com 10m+14sm+12st+16a e NF=88, observado
em 4 exemplares (31%), 2 machos, 1 fémea e 1 indeterminado (Erro! Fonte de referéncia
ndo encontrada.b); citotipo III com 14m+12sm+8st+18a ¢ NF=86, em 4 exemplares (31%),
2 fémeas, 1 indeterminado, 1 macho (Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.c) ¢
citotipo IV com 10m+24sm+14st+4a ¢ NF=100, em 2 exemplares (15%), 2 fémeas, (Erro!
Fonte de referéncia ndo encontrada.d).

Foi observada uma diferenga de tamanho entre os cromossomos homdlogos
do primeiro par metacéntrico nos citotipos I, I e III, como destacado na figura2 a, b e c.

Em um espécime de Bryconamericus ecai do citotipo III foi detectado um
cromossomo acessorio de tamanho grande, do tipo submetacéntrico, em 26 das 32 metafases

analisadas perfazendo 80% (Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.c— box).

Banda C corada com Giemsa e fluorocromos

A heterocromatina em Bryconamericus ecai foi localizada na regido
pericentromérica da maioria dos cromossomos nos citotipos I, II e III (Erro! Fonte de
referéncia ndo encontrada.a, b e ¢). O cromossomo acessorio observado no citotipo III,
apresentou heterocromatina na regido pericentromérica e terminal do brago curto na coloragao
com Giemsa, (Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.c - box). No citétipo IV foram
evidenciados blocos heterocromaticos em algumas regides pericentroméricas e terminais €
intersicial dos cromossomos (Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.d).

Pela coloragcdo do bandamento C com fluorocromos CMAj; ¢ DAPI foi
possivel evidenciar heterocromatina DAPI" nas regides pericentroméricas e terminais da
maioria dos cromossomos do citotipo I (Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.i); no
citotipo I foram observadas bandas CMA;" na regido terminal do braco curto de um par de
cromossomos, provavelmente correspondente as RONs, e marcagdes DAPI"
pericentroméricas na regido terminal do brago curto e longo de varios cromossomos (Erro!
Fonte de referéncia ndo encontrada.f e 3j); no citétipo III marcagdes CMA;  foram

. . ~ . + o~
evidenciadas na por¢do terminal do brago curto de um par de cromossomos ¢ DAPI" na regido
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pericentromérica de alguns cromossomos (Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.g e
3k), no cromossomo acessorio foi observada apenas marcagio CMA;" na regido terminal do
brago curto e no citétipo IV foram observados sinais CMA3" em dois pares de cromossomos
na regido terminal do brago curto e em um par de cromossomos na regido intersticial (Erro!
Fonte de referéncia ndo encontrada.h — cabega de setas); neste citdtipo também foi possivel
observar sinais DAPI" na regidio pericentromérica de alguns cromossomos (Erro! Fonte de

referéncia ndo encontrada.l).

Regibes organizadoras de nucléolos, FISH e fluorocromos

Os exemplares analisados neste trabalho apresentaram variagdo quanto ao
tipo cromossomico e localizagdo das RONs nos quatro citdtipos. No citotipo I foram
observadas de 2 a 4 RONs com variagao inter e intraindividual, localizadas na por¢ao terminal
do brago curto de cromossomos meta, submeta, subtelo e acrocéntricos e no braco longo de
um cromossomo submetacéntrico, com um total de 9 cromossomos (Erro! Fonte de
referéncia ndo encontrada.a).

No citotipo II foi observado apenas um par de cromossomos
subtelocéntricos marcados pela prata, na regido terminal do brago curto (Erro! Fonte de
referéncia ndo encontrada.d).

No citotipo III foram observadas de 2 a 3 AgRONs, com variagdo inter ¢
intraindividual, na por¢ao terminal do brago curto de um cromossomo metacéntrico de
tamanho grande, um cromossomo metacéntrico de tamanho médio e um cromossomo
subtelocéntrico (Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.g).

No citétipo IV houve apenas variacdo interindividual de 2 a 3 AgRONs na
porcao terminal do braco curto de um par de cromossomos metacéntricos € um cromossomo
subtelocéntrico (Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.j).

No citotipo I a hibridagdo in situ com a sonda de DNAr 18S revelou, em
todas as metafases analisadas, quatro cromossomos portadores dos cistrons ribossomicos,
localizados na regido terminal do brago curto de um par de cromossomos metacéntricos € em
um cromossomo acrocéntrico € no brago longo de um cromossomo submetacéntrico (Erro!
Fonte de referéncia ndo encontrada.b).

No citotipo II apenas um par de cromossomos portadores dos sitios

ribossomicos 18S foi observado (Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.e).
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No citotipo III foi possivel visualizar até seis cromossomos portadores do
DNAr 18S, com variagdo intra ¢ interindividual, sendo um cromossomo metacéntrico, um
submetacéntrico, um subtelocéntrico e um par acrocéntrico na por¢do terminal do brago curto
e um cromossomo metacéntrico na regido terminal do brago longo (Erro! Fonte de
referéncia ndo encontrada.h).

No citétipo IV dois cromossomos apresentaram sinais fluorescentes, sendo
um cromossomo metacéntrico e um subtelocéntrico, ambos na regido terminal do braco curto
(Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.k).

A coloragdo CMA;, evidenciou um maior nimero de marcagdes positivas
em relacdo as AgRONs nos citotipos II, III e IV, com variagdo tanto intra quanto
interindividual nas diferentes formulas cariotipicas. No citotipo I foram observadas marcagdes
CMA;" no braco curto de um par de cromossomos metacéntricos, um Cromossomo
subtelocéntrico e um acrocéntrico ¢ em ambos os bracos de um cromossomo submetacéntrico
(Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.c).

No citétipo IT marcagdes CMA;" foram visualizadas no brago curto de um
par de cromossomos subtelocéntricos € um par de acrocéntricos e marcagdo terminal no brago
longo de um cromossomo metacéntrico (Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.f).

No citotipo 11 também foram visualizadas marcagdes CMA3 " no brago curto
de um cromossomo submetacéntrico de tamanho médio e em um par de cromossomos
subtelocéntricos, no brago longo de um cromossomo submetacéntrico grande ¢ em ambos 0s
bragos de um cromossomo metacéntrico ¢ de um acrocéntrico grande (Erro! Fonte de
referéncia ndo encontrada.i).

No citotipo IV foram observados até 10 cromossomos com marcagdes
CMA;", sendo 8 com marcagdes terminais no brago curto e um par com marcagao intersticial

(Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.l).

DiscussAo

O numero diploéide de 52 encontrado nos exemplares de Bryconamericus
ecai do rio Forquetinha ¢ caracteristico do género, como ja descrito por outros autores (tabela
1), com excegao apenas de Bryconamericus sp. E, do corrego Avoadeira/MT, estudado por

Wasko e Galetti Jr. (1998), que apresentou 54 cromossomos. Estes mesmos autores acreditam
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que 2n=52 seja um carater primitivo no género Bryconamericus e que tenha ocorrido pelo
menos uma fissdo céntrica dando origem ao caridtipo 2n=54.

Calcagnotto et al (2005), analisando sequéncias de genes nuclear e
mitocondrial de alguns Characiformes descreveram o género Knodus, que possui niimero
haploide igual a 26 (Scheel, 1973 apud Oliveira et al., 1988), como grupo irmao de
Bryconamericus, o que poderia suportar a hipdtese acima citada, de que 2n=52 seja um
carater primitivo neste género. Entretanto, Javonillo et al (2010), ndo corroboram os dados de
Calcagnotto et al. (2005), considerando o género Bryconamericus como um grupo polifilético.

Embora haja conservagdao no ntmero diploide de Bryconamericus, a
ocorréncia de citotipos ja foi observada por outros autores em diferentes espécies e/ou
populacdes do género (Paintner-Marques et al., 2002a; Capistano et al., 2008; Portela-Castro
et al., 2008), assim como confirmado no presente estudo. Essa diversidade de féormula
cariotipica leva a mudangas no numero fundamental (NF), sugerindo que rearranjos
cromossomicos, tais como inversdes pericéntricas estejam ocorrendo entre os individuos de B.
ecai ou, até mesmo, que possa ocorrer mais de uma espécie no rio Forquetinha.

Pela observagdo dos citotipos I, I e III na populagdo estudada pode-se
sugerir que o citdtipo IIT (14m+12sm+8st+18a) originou o citdtipo I a partir de 4 inversoes
em cromossomos metacéntricos originando dois submetacéntricos e dois acrocéntricos
(10m+14sm+12st+16a). E o citotipo II teria que sofrer 8 inversdes em cromossomos submeta
e subtelocéntricos dando origem a cromossomos acrocéntricos no citotipo
(10m+10sm+8st+24a). No entanto, para originar o IV (10m+24sm+14st+4a), todos os outros
citotipos teriam que passar por mais de um evento de rearranjo, o que seria pouco provavel,
portanto este Ultimo citdtipo, poderia ser considerado como pertencente a uma outra espécie
de Bryconamericus, que estaria vivendo em simpatria com B. ecai no rio Forquetinha.

O heteromorfismo observado no primeiro par de cromossomos
metacéntricos de B. ecai, nos citétipos 1, 1I e III, também foi encontrado em Bryconamericus
aff. exodon do ribeirdo Trés Bocas/PR analisada por Paintner-Marques et al. (2002a), que
sugeriram que este heteromorfismo pode ter ocorrido devido a uma inversao pericéntrica com
a perda de um segmento ou mesmo delecdo em um dos homologos, o que também pode ter
ocorrido nos exemplares de B. ecai. A auséncia desse heteromorfismo nos exemplares do
citotipo IV reforca a idéia de que eles sejam uma outra espécie do género.

Além das diferengas estruturais encontradas, foi observada a ocorréncia de
um macrocromossomo acessorio em um individuo de Bryconamericus ecai do citotipo II1

sendo esta a primeira descricdo no género. Carvalho et al. (2008) relataram, na familia
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Characidae, a presenca de cromossomos supranumerarios ou Bs em 5 géneros: Astyanax,
Moenkhausia, Metynnis, Oligosarcus e Piabina, sendo a maior ocorréncia no género
Astyanax. A presenga deste cromossomo extra em B. ecai, somada a ocorréncia de citotipos
indica uma evolugdo divergente neste grupo de peixes, confirmando a variabilidade
cariotipica em Bryconamericus.

O cromossomo acessorio de Bryconamericus ecai apresentou-se
parcialmente heterocromatico, em regides centromérica e terminal, como evidenciado em
diferentes populagdes de Astyanax scabripinnis (Vicente et al., 1996; Mizoguhi ¢ Martins-
Santos, 1997 e Fernandes e Martins-Santos, 2005) e em Moenkhausia sanctafilomenae
(Portela-Castro et al., 2001), dentro da familia Characidae. A heterocromatina terminal deste
cromossomo mostrou-se rica em pares de bases GC, ap6s tratamento da banda C com CMA;.
Poucos sdo os relatos sobre composi¢do de bases em cromossomos supranumerarios,
entretanto, Venere et al. (1999), Abucarma e Martins-Santos (2001) e Carvalho et al. (2010)
analisando Leporinus sp, Rhamdia branneri e lIheringichthys labrosus, respectivamente,
também observaram sinais CMA;" relacionados a heterocromatina dos cromossomos
supranumerarios ou Bs nestas espécies.

A variagdo cariotipica também foi observada levando-se em conta o padrao
de distribui¢do da heterocromatina em B. ecai, sendo caracteristico para cada citotipo ou
grupos de citdtipos. Os citotipos I, 1T e III sdo similares entre si, possuindo varias marcagdes
pericentroméricas, enquanto que o citotipo IV apresenta uma quantidade reduzida de
heterocromatina. De acordo com Wasko e Galetti Jr. (1998), as espécies do género
Bryconamericus ndo revelam um padrdo na distribui¢ao da heterocromatina e cada espécie
pode ser caracterizada por um padrdo especifico de bandas-C. Portela-Castro et al. (2008)
analisando Bryconamericus aff. iheringii do rio Keller/PR, ndo conseguiram diferenciar os
dois citdtipos encontrados pelo padrio de bandas-C entretanto, ao utilizarem a técnica de
banda G estes autores observaram diferencas entre esses citotipos.

Apobs a coloragao da banda C com os fluorocromos CMA; e DAPI foi
possivel observar uma variagdo maior entre os citdtipos em relacdo a composicdo da
heterocromatina. Os citotipos I e II apresentaram-se bastante semelhantes, com a
heterocromatina pericentromérica e terminal da maioria dos cromossomos sendo DAPI+,
portanto rica em pares de bases AT; além disso, o citotipo II apresentou um par de
cromossomos com heterocromatina terminal CMA; ", coincidente com o par da RON, rica em

bases GC.
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O citotipo III também apresentou heterocromatina DAPI+ em porgdes
terminais, mas numa quantidade menor que os citotipos I e II, sendo também observado um
par com marcag¢do terminal CMA;".

O citotipo IV foi o que apresentou maior quantidade de cromossomos com
heterocromatina terminal CMA;" e na regido intersticial de um par cromossomico, fato este
ndo observado nos outros citotipos; também foi evidenciada heterocromatina DAPI" em
poucos cromossomos. Portanto, o citétipo IV mostrou a composicdo da heterocromatina
muito diferente dos demais, rica tanto em pares GC quanto AT, refor¢ando o fato que os
exemplares deste citotipo podem pertencer a outra espécie.

No género Bryconamericus ¢ caracteristica a ocorréncia de um sistema de
AgRONs multiplas (tabela 1). Em B. ecai do rio Forquetinha foi observada variabilidade de
RONSs nos citdtipos I, III, IV que pode ser decorrente da inatividade dessas regides na
intérfase precedente ou que rearranjos cromossdmicos, como transposi¢des e/ou
translocagoes, resultariam na dispersdao de genes ribossomicos, como sugerido por Galetti Jr.
et al. (1995), Castro et al. (1996) e Mantovani et al. (2000). Esta mesma variabilidade ja foi
observada em Bryconamericus aff. iheringii por Capistano et al. (2008) ¢ em Bryconamericus
aff. exodon por Paintner-Marques et al. (2002b).

O citétipo II de B. ecai mostrou apenas um par AgNOR, confirmado pela
FISH e coincidente com CMA3, como evidenciado por Paintner-Marques et al. (2003) em
outra populacdo de Bryconamericus aff. iheringii . As demais marcagdes CMA;3" observadas
podem estar relacionadas a heterocromatina.

Nos citotipo 1 e III também foi observada uma variabilidade intra e
interindividual dos sitios de DNAr 18S e CMAs;, havendo uma correspondéncia com as
AgRON:Ss, entretanto, nem todos apresentaram homologia e nem todas as RONs mostraram-se
presentes apos a FISH. O mesmo resultado foi evidenciado no citétipo IV, mas somente
varia¢dao interindividual, entretanto um maior numero de cromossomos com marcagoes
CMA;" foi observado. Ferro et al. (2001) também observaram variabilidade de sitios de DNAr
18S em Astyanax scabripinnis e sugeriram que sinais de tamanho pequeno poderiam
apresentar baixa fluorescéncia, ndo podendo ser detectados ou que diferencas reais poderiam
estar ocorrendo entre os individuos desta espécie. Estas mesmas hipdteses poderiam explicar a
variagdo tanto de sitios CMA;" e DNAr 18S em Bryconamericus ecai.

O acentuado polimorfismo cromossdmico observado entre os exemplares de
Bryconamericus ecai somado aos dados da literatura, demonstram que rearranjos

cromossdmicos, especialmente inversoes pericéntricas, tem um papel importante na evolugdo
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cariotipica deste grupo de peixes, mostrando que sua evolugdo ocorreu de modo divergente.
Pode-se inferir também, que provavelmente esteja ocorrendo mais de uma espécie de

Bryconamericus, vivendo em simpatria no rio Forquetinha/RS.
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Tabela 1 — Dados citogenéticos disponiveis no género Bryconamericus (2n=ntimero diploide, NF=nimero fundamental).

RON
Espécie Local 2n  Formula Cariotipica NF BC FISH Referéncia
B. stramineus rio Mogi-Guagu 52 26m/sm+26st/a 78 - - - Portela et al. (1988)
Bryconamericus sp. A rio Piracicaba 52 6m+30sm+6st+10a 94 c,t 2-3 - Wasko et al. (1996)
c t,i 2-3 - Wasko e Galetti Jr. (1998, 1999)
Bryconamericus sp. B rio Piracicaba 52 16m/sm+18st+18a 86 c,t 1-3 - Wasko et al. (1996)
52 6m+10sm+20st+16a 88 ¢t 3-4 - Wasko e Galetti Jr. (1998, 1999)
Bryconamericus sp. C ribeirdo Trés Bocas - rio Tibagi 52 6m+18sm+14st+14a 90 Gt 4-6 - Wasko e Galetti Jr. (1998, 1999)
Bryconamericus sp. D corrego Avoadeira - rio Gargas 52 8m+l4sm+16st+14a 90 ¢t i 4 - Wasko e Galetti Jr. (1998, 1999)
Bryconamericus sp. E corrego Avoadeira - rio Gargas 54 10m+16sm+22st+6a 102 ¢t - - Wasko e Galetti Jr. (1998)
Bryconameris aff. exodon ribeirdo Trés Bocas 52 16m+12sm+6st+18a 86 - 2-5 8 Paintner-Marques et al. (2002a, 2002b)
52 10m+24sm+6st+12a 92 - 2-5 Paintner-Marques et al. (2002a, 2002b)
Bryconamericus aff. iheringii rio Agua da Floresta 52 8m+22sm+10st+12a 92 c, t 1 par 1 par Paintner-Marques et al. (2003)
corrego Maringa - rio Paranapanema 52 12m+18sm+8st+14a 90 - 2-4 6 Capistano et al. (2008)
rio Keller - rio Ivai 52 8m+28sm+6st+10a 94 p,t 2-4 10 Capistano et al. (2008)
- Portela-Castro et al. (2008)
52 12m+18sm+8st+14a 90 p,t - - Portela-Castro et al.(2008)
corrego Tatupeba - rio Ivai 52 8m+20sm+8st+16a 38 1 par 1 par Capistano et al. (2008)
B. ecai rio Forquetinha — Laguna dos Patos 52 10m+10sm+8st+24a 80 Lp 24 4 *
52 10m+14sm+12st+16a 88 P 1 par Lpar
52 14m+12sm+8st+18a 90 P 23 6 *
52 10m+24sm+14st+4a 100 LPi 23 2 *

Legenda:c=centromérica; i=intersticial; p=pericentromerica; t=terminal; *=presente estudo



Santa

iguay

Figural-

RS

Forquetinha

{ T

Laguna dos Patos

a) Exemplar de Bryconamericus ecai e b) local de
coleta - rio Forquetinha, sistema hidrografico da
Laguna dos Patos/RS.

32



~|AB ER AN ux nn fx
1 2 3 4 ) Par 1
- _-'q}el .7. h8! .9. 16105
11 12 13 14
A RS AR sasoAn
15 16 17 18 19 20 21

AR 20 D an an
22 23 24 25 26

b "
m .
(j‘ lzf\ MM NE e h'
Par 1
sm [ Mo O BB DA BB A on9® ar
5] 7 8 9 10 11 12
I8 K& a8 00 Ba an
13 14 15 16 17 18

| OO AL R A OB A 00 AS

o KK B AP XB EE &£n 5 K&
1 2 3 4 5 6 7 ks
sm | B8 B8 A A x AB Par |
8 9 10 11 12 13 x
st ‘-ﬁ A AR AP cromossomo extra
14 15 16 17
|08 MG AR AR A0 an 2~ an ne
18 19 20 21 22 23 24 25 26
d
[ RE ADoK ws
) ll l B AR RA R
A 88 4% 08 40
12 13 14 15 16 17
«| OF 42 B2 08 oR 18 se-
18 19 20 21 22 23 24
Figura 2 - Cariotipos de Bryconamericus ecai: (a) citotipo I; (b) citdtipo II; (¢) citdtipo

IIT; (d) citétipo IV. Em (c) cromossomo extra evidenciado no box; em (a), (b)
e (¢) o primeiro par de cromossomos metacéntricos com heteromorfismo de
tamanho nos citotipos I, II e III, evidenciados nos boxes.
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Figura 3 - Metafases somaticas dos diferentes citotipos de Bryconamericus ecai,

submetidas a técnica de banda C: a-d) coradas com Giemsa; e-h) coradas
com CMA;; i-1) coradas com DAPI. Em (¢) cromossomo B parcialmente
heterocromatico, com heterocromatina terminal e pericentromérica,
representado no box; em (g) e (k) cromossomo acessorio, no box, com
heterocromatina terminal CMA;"DAPI, respectivamente. As setas em (b) e
(c) indicam cromossomos portadores dos sitios AgRONSs nos citotipos 11 e
I11; as setas em (f) e (g) indicam os sitios AGRONs, CMA;" e DAPI' em (j) e
(k); e as cabegas de setas em (h) indicam cromossomos com
heterocromatina intersticial no citoétipo IV, sendo positivas para os
fluorocromos CMA; e DAPI em (h) e (1) respectivamente.
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CITOTIPO I

CITOTIPO I1

CITOTIPO III

CITOTIPO IV

Figura 4 — Cromossomos de Bryconamericus ecai submetidos a impregnacdo de AgNOs,
hibridacéo in situ com sonda de DNAr 18S e fluorocromo CMA;, representando
os quatros citotipos. Em (a), (b), (c) variabilidade de sitios AgRONs, DNAr18S
e CMA;" no citétipo I, respectivamente. No citétipo 111 (g, h, i) e citotipo IV (j,
k, 1) variabilidade destes mesmos sitios. Em (d), (e), (f) correspondéncia de 1 par
AgRON, DNAr 18S e CMA;" no citétipo II e em (f) evidéncia de variabilidade
de sitios CMA;".
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CONSIDERACOES FINAIS

1. Todos os individuos de Bryconamericus ecai apresentaram numero
dipléide igual a 52, sendo evidenciados diferentes formulas cariotipicas que resultaram em 4
citotipos: citotipo I - 10m+10sm+8st+ 24a e NF=80; citotipo II - 10m+14sm+12st+16a e
NF=88; citétipo III - 14m+12sm+12st+14a ¢ NF=90 e citdtipo IV - 10m+26sm+12st+4a e
NF=100. Tais diferencas podem ser devidas a rearranjos cromossdmicos, como inversdes
pericéntricas, exceto o citotipo I'V.

2. No citotipo III foi observada a presenga de um cromossomo
supranumerario de tamanho grande, em um individuo e parcialmente heterocromatico, sendo
esta a primeira descri¢do para o género.

3. A técnica de Banda C + Giemsa evidenciou a presenca da
heterocromatina na regido terminal e pericentromérica de alguns cromossomos nos citétipos I,
IT e III e heterocromatina pericentromérica, terminal e intersticial no citédtipo V.

4. A técnica de Banda C + fluorocromos possibilitou melhor diferenciagao
entre os citdtipos. O citdtipo I apresentou heterocromatina rica em pares de bases AT; os
citétipos II e III mostraram um par de cromossomos com heterocromatina CMA;" e a maioria
dos cromossomos DAPI"; o cromossomo B mostrou somente a heterocromatina terminal
CMA;". O citotipo IV foi o que mais se diferenciou dos demais, apresentando blocos
terminais CMAj3 e DAPI positivos e marcagdoes CMA; intersticiais.

5. Os citotipos I, III, IV apresentaram variabilidade inter e/ou
intraindividual de AgRONSs decorrente da inatividade dessas regides na interfase precedente
ou de rearranjos cromossdmicos, como transposi¢des e/ou translocagdes, que resultariam na
dispersao dos genes ribossomicos. Nestes mesmos citotipos também foi observada uma
variabilidade intra e/ou interindividual dos sitios de DNAr 18S e CMA; decorrente da baixa
fluorescéncia dos pequenos sinais destes sitios ou, entdo, que diferencas reais possam estar
ocorrendo entre os exemplares desta populacdo de Bryconamericus ecai.

6. O citdtipo II de Bryconamericus ecai mostrou apenas um par AgRON,
confirmado pela FISH e coincidente com CMAj;. As demais marcagdes CMA;" observadas
podem estar relacionadas a heterocromatina

7 Os dados obtidos evidenciam uma grande variabilidade cromossomica
entre os exemplares de Bryconamericus ecai, confirmando que inversdes pericéntricas

tiveram um papel importante na evolugdo cariotipica deste grupo de peixes, mostrando que
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esta ocorreu de modo divergente. Pode-se inferir também, que esteja ocorrendo mais de uma

espécie de Bryconamericus, vivendo em simpatria no rio Forquetinha/RS.
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