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SAMPAIO, T.R. Estudo do comportamento mitotico e meidtico de diferentes espécies de
peixes da familia Curimatidae (Characiformes). 2013. 66f. Dissertacdo (Mestrado em
Genética e Biologia Molecular), Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2013.

RESUMO

A familia Curimatidae ¢ um grupo de peixes de dgua doce composto por 8 géneros e 101
espécies, distribuidas na América do Sul e sul da América Central, encontrados em diversos
ecossistemas aquaticos como rios, corregos e lagos. Estudos que focam a evolugdo dos
cromossomos nos curimatideos, baseados em dados de bandamentos cromossomicos sdo
escassos. Da mesma forma, poucas informagdes se tem sobre o comportamento do nucléolo e
da atividade transcricional durante a divisdo meidtica, tanto nos curimatideos, como em
outros grupos de vertebrados. Espécies de peixes dos géneros Cyphocharax e
Steindachnerina, de diferentes pontos da bacia do rio Paranapanema, do sistema hidrografico
Laguna dos Patos e da bacia do rio Tramandai foram analisados. Todas as espécies
(Cyphocharax modestus, C. saladensis, C. spilotus, C. voga, Steindachnerina biornata e S.
insculpta) apresentaram 2n=54 m-sm e NF=108, e todas as populagdes apresentaram
individuos com microcromossomos B. Um padrao de AgRONs simples foi observado nas seis
espécies, em regido terminal, diferindo quanto ao par e a localizagdo no brago cromossomico
de cada uma. As AgRONs foram confirmadas pela FISH com sonda de DNAr 18S, e
mostraram-se CMA; /DAPI’, com excegdo de Steindachnerina biornata, que apresentou um
pequeno par de cromossomos a mais, com sitios de DNAr 18S indicando, possivelmente, um
padrao multiplo para esta espécie. A heterocromatina distribuiu-se em regides
pericentroméricas ¢ em algumas regides terminais, mostrando-se CMA; /DAPI. Em
Steindachnerina biornata foi observado o par da RON com heterocromatina CMA3 " nas duas
regides terminais, sendo um bloco no brago longo associado a RON e uma marcag¢do mais
discreta no brago curto, que pode ser considerado um marcador espécie-especifico. Apesar do
nimero diploide conservado, foi possivel caracterizar e diferenciar as espécies de
curimatideos, que apresentaram divergéncias na localizagdo das RONs, mostrando que a
evolucdo cromossOmica nos curimatideos vem sendo acompanhada de rearranjos na
microestrutura cariotipica. Em relagdo ao comportamento das RONs durante a meiose dos
curimatideos, o nitrato de prata evidenciou um nucléolo nos ntcleos em interfase, um par de
cromossomos nas metafases espermatogoniais € um bivalente nos paquitenos; nas células em
diploteno, diacinese, metafase I e II, as AgRONs ndo foram evidenciadas. A FISH confirmou
a AgRON nos nucleos, nas espermatogonias e nos paquitenos e evidenciou esta regido nos
demais estagios meiodticos, da mesma forma que o fluorocromo CMA3, que revelou marcas
fluorescentes em todos os estagios meidticos analisados. A auséncia de impregnagdo da prata
apos o estagio de paquiteno, provavelmente, ¢ devido a uma inativagdo da atividade dos genes
ribossomicos e que, no final da divisdo meiotica, sdo ativados novamente. Estes resultados
mostram que todo o aparato proteico relacionado a atividade transcricional passa por
alteragdes, levando a sua inatividade, mas que ndo alteram as sequéncias génicas, permitindo
assim uma correta divisdo celular.

Palavras-chaves: AgRON. FISH. Heterocromatina. Meiose. Transcrigao.



SAMPAIO, T.R. Study mitotic and meiotic behavior of different species of fish of the
family Curimatidae (Characiformes). 2013. 66p. Dissertation (Master’s degree in Genetics
and Molecular Biology), Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2013.

ABSTRACT

The family Curimatidae is a group of the freshwater fish comprising eight genera and 101
species, distributed in South and southern Central America, found in many aquatic
ecosystems such as rivers, streams and lakes. Studies that focus on the evolution of
chromosomes in curimatids, based on banding data are scarce. Likewise, you have little
information about the behavior of the nucleolus and transcriptional activity during meiotic
division, both in curimatids, as in other vertebrate groups. Fish species of the genus
Cyphocharax and Steindachnerina, of differents sites of Paranapanema river basin, Laguna
dos Patos hydrographic system and Tramandai river were analyzed. All species (Cyphocharax
modestus, C. saladensis, C. spilotus, C. voga, Steindachnerina biornata and S. insculpta)
showed 2n=54 m-sm and NF=108, and all populations showed specimens with B
microchromosome. Pattern of simple AgNORs were observed in the six species, in the
terminal region, differing as to the pair and the chromosome arm. All AgNORs were
confirmed by FISH with 18S rDNA probe, and were CMA; /DAPI, except for
Steindachnerina biornata, which showed a small pair of chromosomes to more, with 18S
rDNA sites, possibly indicating a multiple pattern for this species. The heterochromatin was
distributed at pericentromeric regions and parts terminals, and was CMA;/DAPI". In
Steindachnerina biornata was observed the NOR pair with heterochromatin CMA;" in the two
terminals regions, being a block on the long arm associated with RON and a more discreet
marking on the short arm, which may be considered a species-specific marker. Although the
diploid number conserved, was possible to characterize and differentiate curimatids species
that showed differences in the NORs location, showing that chromosomal evolution in
curimatids has been accompanied by rearrangements in the microstructure karyotypic.
Regarding the behavior of NORs during meiosis of curimatids, silver nitrate showed a
nucleolus in interphase nuclei, a pair of chromosomes in spermatogonial metaphases and a
bivalent in pachytene; cells in diplotene, diakinesis, metaphase I and II, were not evidenced
AgNORs. The FISH confirmed the AgNOR in the nuclei, spermatogonial and pachytene and
showed this region in other meiotic stages, in the same way as the fluorochrome CMA;
revealed fluorescent marks that in all analyzed meiotic stages. The absence of silver
impregnation after the pachytene stage is probably due to inactivation of the activity of
ribosomal genes and that at the end of meiotic division, are activated again. These results
show that the whole apparatus protein related transcriptional activity undergoes changes,
leading to his inactivity, but that do not change gene sequences, allowing a correct cell
division.

Keywords: AgNOR. FISH. Heterochromatin. Meiosis. Transcription.
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inferéncias a partir de bandamentos cromossdmicos
Caridtipos com microcromossomo B de: a) Cyphocharax modestus; b)
Cyphocharax saladensis; ¢) Cyphocharax spilotus. Nos boxes laterais, o
par portador da RON com impregnacdo com nitrato de prata, coloragdo
com CMA3 e FISH com sonda de DNAr 18S de cada espécie. Em (c), o
par da RON com a constri¢ao secundaria esta destacado no Box................
Cariotipos com microcromossomo B de: a) Cyphocharax voga; b)
Steindachnerina biornata; c¢) Steindachnerina insculpta. Nos boxes
laterais, o par portador da RON com impregnagdo com nitrato de prata,
coloragdo com CMA3 e FISH com sonda de DNAr 18S de cada espécie.

Em (a) e (b), o par da RON com a constri¢do secundéria estd destacado

Metafases somaticas de Cyphocharax voga, coletados na Lagoa dos
Barros (RS): (a) Giemsa; (b) AgRON (sequencial); (c) CMA3; (d) FISH
com sonda de DNAr 18S. As setas indicam o cromossomo portador da
constri¢ao secundaria € da RON ........ccoooiiiiiiiiiiceee e,
Metafases somaticas com bandamento C de: a) Cyphocharax modestus;
b) Cyphocharax saladensis; ¢) Cyphocharax spilotus; d) Cyphocharax
voga; e) Steindachnerina biornata; f) Steindachnerina insculpta. As setas

e os boxes em (a), (b) e (f) destacam o microcromossomo B
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heterocromatico. As setas € o box em (e) indicam o par heterocromatico
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Metafases somdticas de bandamento C coradas com fluorocromo CMA3
de: a) Cyphocharax modestus; b) Cyphocharax saladensis; c¢)
Cyphocharax spilotus; d) Cyphocharax voga; e) Steindachnerina
biornata; f) Steindachnerina insculpta. Os (*) indicam os pares das
RONs. A seta e o box em (b) destaca o microcromossomo B de C.

saladensis heterocromatico CMA3+. As cabecas de setas em (e) indicam

0 par heterocromatico de S. biornata...........ceeeveeeieerieeiiienieeieeree e
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(RONs) na divisdo meiotica de diferentes espécies de
curimatideos (Characiformes)
Células meidticas apds impregnacado com nitrato de prata de: (a)
Cyphocharax modestus; (b) C. saladensis; (c) C. spilotus. As setas
indicam as RONs nos estagios em metafases espermatogoniais e
paquitenos. Em (a) e (c), os estagios de paquitenos sdo representados por
duas células, assim como em (c) para a interfase. Note a auséncia de

impregnacao com a prata nos estagios de diploteno, diacinese, metafase |

Células meidticas apds impregnacdo com nitrato de prata de: (a)
Cyphocharax voga; (b) Steindachnerina insculpta. As setas indicam as
RONSs nos estagios de paquiteno. Em (a), o estagio de paquiteno ¢

representado por trés células. Note a auséncia de impregnacdo com a

prata nos estagios de dipléteno, diacinese, metafase I e IL..........cccevuveeniennnnn.

Células meioticas submetidas ao FISH com sonda de DNAr 18S: (a)
Cyphocharax modestus; (b) C. saladensis; (c) C. spilotus; (d) C. voga; (e)
Steindachnerina insculpta. As setas indicam as RONs. Note o sinal de
hibridacdo em todos os estagios meidticos. Em (d), o estagio de

paquiteno ¢ representado por duas células, assim como em (e) para

INELATASE Ll ..o et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eaaraaaaens

Células meioticas coradas com fluorocromo CMA3 de: (a) Cyphocharax

spilotus; (b) C. voga. As setas indicam as RONs. Em (a) e (b), os estagios

de paquitenos sao representados por duas células..........cccveeeevieeriveeniieenieenn,
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Células meidticas coradas com fluorocromo CMA3 de: (a) Cyphocharax
modestus; (b) C. saladensis; (c) Steindachnerina insculpta. As setas
indicam as RONs. Em (c), o estagio de paquiteno € representado por duas

CEIULAS ..
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1 INTRODUCAO

1.1 ASPECTOS GERAIS DA FAMILIA CURIMATIDAE

A familia Curimatidae ocupa uma variedade de ecossistemas de agua doce
neotropicais, como lagos e rios de curso lento de terras baixas, rios de dguas paradas e riachos
de forte correnteza de terras altas (VARI, 1983a; VARI, 1989). Estes peixes ocorrem a oeste €
ao norte dos Andes (sul da Costa Rica até norte do Peru) e nas drenagens do Caribe no
noroeste da América do Sul. Nas vertentes atlanticas da América do Sul, curimatideos sdo
encontrados desde o rio Orinoco na Venezuela, passando pela bacia Amazonica e rios
costeiros das Guianas, Brasil, Uruguai e Argentina, até o sul de Buenos Aires.

Esta familia ¢ distinguivel de outros Characiformes devido a auséncia de
denticdo na mandibula, caracteristica encontrada nos peixes adultos (VARI, 2003). Seu
intestino ¢ longo e alimentam-se de lodo, principalmente algas e detritos, devido a adaptacdes
anatomicas e fisioldgicas para a digestdo dos detritos tendo, portanto, grande importancia no
fluxo de energia e ciclagem de nutrientes dentro dos ecossistemas (BOWEN, 1984 apud
FELDBERG, 1990).

Este grupo de peixes inclui 101 espécies e 8 géneros, sendo eles: Curimata,
Curimatella, Curimatopsis, Cyphocharax, Potamorhina, Psectrogaster, Pseudocurimata e
Steindachnerina (NETTO-FERREIRA, VARI, 2011). O género Cyphocharax é o mais
especioso dentro da familia, ¢ somente o género Pseudocurimata nao foi estudado
citogeneticamente, até 0 momento.

Baseado em um estudo das relacdes filogenéticas de grupos externos, Vari
(1983Db) estabeleceu um cladograma sugerindo que as familias Curimatidae, Prochilodontidae,
Anostomidae e Chilodontidae formam um grupo monofilético devido a uma série de
caracteres derivados (apomorficos), encontrados nas mandibulas, nos arcos branquiais, no
cranio, na coluna vertebral, entre outros. As familias Curimatidae e Prochilodontidae sao
consideradas grupos irmaos, e estes, por sua vez, sdo o grupo irmao da linhagem formada
pelas familias Anostomidae e Chilodontidae. Dessas familias, Curimatidae ¢ o tdxon mais

basal (VARI, 1983b).
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1.2 ASPECTOS CITOGENETICOS DA FAMILIA CURIMATIDAE

Os estudos citogenéticos em peixes neotropicais revelam uma grande
diversidade cromossdmica, com variabilidade cariotipica tanto intra quanto interespecifica.
Dentro da ordem Characiformes existem duas tendéncias bem diferenciadas: grupos que
mostram grandes diferencas no numero diploide e/ou na féormula cariotipica e grupos
cariotipicamente homogéneos (BERTOLLO et al., 1986; OLIVEIRA et al., 2009). A familia
Curimatidae pertence ao segundo grupo, apesar de apresentar exceg¢des a regularidade
observada, o que permite inferir sobre as vias evolutivas dentro da familia (GALETTI Jr. et
al., 1994; GALETTI Jr., 1998).

Das 101 espécies distribuidas na regido Neotropical, 38 foram estudadas
citogeneticamente, sendo que 32 espécies apresentam numero diploide (2n) de 54
cromossomos ¢ numero fundamental (NF) igual a 108 e, destas, 28 possuem cromossomos
meta-submetacéntricos (m-sm) (SAMPAIO et al., 2011). Em algumas espécies de
curimatideos foi encontrado um numero diploide diferente do comumente observado na
familia. Feldberg et al. (1992) observaram em Curimata ocellata (Eigenmann & Eigenmann,
1889), da bacia Amazodnica, 2n=56 do tipo m-sm, sugerindo que estes cromossomos podem
ter se originado a partir de uma fissdo em um par de cromossomos, seguida de inversdes
pericéntricas. Navarrete e Julio Jr. (1997) realizaram estudos em peixes do Rio Miranda
(Pantanal/MS) e observaram em Curimatopsis myersi Vari, 1982 2n=46, do tipo m-sm, ¢ em
Potamorhina squamoralevis (Braga & Azpelicueta, 1983) 2n=102, possuindo em sua féormula
cariotipica cromossomos acrocéntricos. Segundo os autores, estas espécies provavelmente
passaram por extensos processos de rearranjos robertsonianos e nao-robertsonianos.

Além das espécies descritas acima, Brassesco et al. (2004) encontraram
variagdes no numero diploide em duas espécies de curimatideos, coletadas no rio Parana, na
Argentina: Cyphocharax platanus (Giinther, 1880) apresentou um 2n=58 distribuidos em
52m-sm+6st e NF=116 e Potamorhina squamoralevis apresentou 2n=102 com 14m-sm+88a e
NF=116, como ja descrito por Navarrete e Julio Jr. (1997). Um individuo de Cyphocharax
modestus (Fernandez-Yépez, 1948) (citado como Curimata modesta) apresentou triploidia
natural, com 3n=82, sendo esse tipo de alteragdo numérica de ocorréncia rara e, algumas
vezes, deletéria para certos grupos de organismos (VENERE, GALETTI, 1985).

Em relagdo as regides organizadoras de nucléolo (RONs) na familia
Curimatidae, geralmente sdo encontradas em apenas um par de cromossomos, mas em bragos

e cromossomos diferentes (TERIBELE et al., 2008). Feldberg et al. (1992) realizaram estudos
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em diferentes espécies dos géneros Curimata, Psectrogaster, Steindachnerina e Curimatella
coletadas na bacia Amazonica Central. Em todas as espécies foi observado um padrao de
AgRON:Ss simples, com excecdo de Curimata vittata (Kner, 1858) que apresentou somente um
cromossomo portador da AgRON.

Martins et al. (1996) observaram que, em Cyphocharax modestus (citado
como Cyphocharax modesta), a AgRON estava presente na regido telomérica do par 2.
Brassesco et al. (2004) observaram esta regido em Steindachnerina brevipinna (Eigenmann &
Eigenmann, 1889) no par metacéntrico 15, e em Curimatella dorsalis (Eigenmann &
Eigenmann, 1889) e Cyphocharax platanus no par 2 e par 5, respectivamente. Em
Cyphocharax voga (Hensel, 1870) os mesmos autores observaram a AgRON na regido
telomérica do brago longo de um par de cromossomos (par ndo definido) e em Cyphocharax
spilotus (Vari, 1987) na regiao subtelomérica do par 1.

De Rosa et al. (2007) analisando uma populagdo de Cyphocharax modestus
(citado como Cyphocharax modesta) e uma populagio de Steindachnerina insculpta
(Fernandez-Yépez, 1948), observaram que a AgRON estava presente no par 2 € no 7,
respectivamente, comprovados pela hibridagdo fluorescente in situ (FISH) com sonda de
DNAr 18S. Os mesmos resultados foram observados por Teribele et al. (2008).

Diferente dos resultados anteriormente descritos nos curimatideos, Venere
et al. (2008) observaram as AgRONs em mais de um par de cromossomos em Curimata
inornata Vari, 1989, Steindachnerina amazonica (Steindachner, 1911), S. gracilis Vari &
Vari, 1989 ¢ Cyphocharax nagelii (Steindachner, 1881), evidenciando um sistema multiplo.
Os resultados atualmente disponiveis para as AgRONs mostram uma grande variabilidade
entre os curimatideos, indicando que estes sitios podem ser considerados importantes
marcadores citogenéticos (DE ROSA et al., 2007; VENERE et al., 2008).

Quanto aos tratamentos com fluorocromos base-especificos, Martins et al.
(1996) observaram pelo tratamento com fluorocromo DAPI (diamidino-2-phenylindole), que
a RON de Cyphocharax modestus, da bacia do rio Tibagi/PR, apresentou banda negativa e
mostrou marcas fluorescentes ap6s a utilizacdo do fluorocromo mitramicina, indicando que
esta regido ¢ rica em GC. Teribele et al. (2008) analisando Cyphocharax modestus e
Steindachnerina insculpta, também da bacia do rio Tibagi, observaram marcas fluorescentes
correspondentes @ RON, apds a utilizagdo do fluorocromo cromomicina Az (CMA3) que,
assim como a mitramicina, ¢ GC especifico.

Em relacdo ao padrdo de distribuicdo da heterocromatina, Venere (1991)

observou em cinco espécies da familia Curimatidae, Cyphocharax sp., C. gilberti (Quoy &
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Gaimard, 1824), C. nagelii, C. modestus e Steindachnerina insculpta, algumas caracteristicas
interessantes. C. nagelii e S. insculpta sdo as espécies que mostram a maior € menor
quantidade de heterocromatina, respectivamente, e o padrdo de bandas C pericentroméricas
observado nas quatro espécies de Cyphocharax, apresentou-se como uma caracteristica
comum ao género. A espécie Steindachnerina cf. guentheri (Eigenmann & Eigenmann, 1889)
também apresentou bandas pericentroméricas na maioria dos cromossomos (CARVALHO et
al., 2001).

Navarrete e Jalio Jr. (1997) observaram em Curimatella dorsalis ¢
Psectrogaster curviventris Eigenmann & Kennedy, 1903 bandas pericentroméricas, ¢ em
Steindachnerina brevipinna pequena quantidade de heterocromatina em regides
pericentroméricas e terminais. Brassesco et al. (2004) analisaram 8 espécies de curimatideos
do rio Parana, na Argentina (Cyphocharax voga, C. spilotus, C. platanus, Steindachnerina
brevipinna, S. conspersa (Holmberg, 1891), Curimatella dorsalis, Psectrogaster curviventris
e Potamorhina squamoralevis), e todas apresentaram banda C, principalmente, em regido
centromérica. As espécies Steindachnerina insculpta e Cyphocharax modestus, analisadas por
De Rosa et al. (2007), mostraram a heterocromatina em regides pericentroméricas e algumas
terminais dos cromossomos.

Todos esses estudos sugerem que a evolugdo cromossdmica nesta familia se
deve a mudancas na férmula cariotipica em algumas espécies de curimatideos, no padrao das
RONSs e da distribuicao da heterocromatina (VENERE, GALETTI, 1989; TERIBELE et al.,
2008).

1.3 OCORRENCIA DE CROMOSSOMOS B EM PEIXES NEOTROPICAIS, COM ENFASE NA FAMILIA

CURIMATIDAE

Em algumas espécies, além dos cromossomos que compdem o caridtipo
normal, ditos cromossomos A, aparecem cromossomos extras, geralmente pequenos e
heterocromaticos, chamados cromossomos B, supranumerarios ou acessorios, com morfologia
semelhante ou claramente distinta dos cromossomos do complemento normal. O ntimero de
Bs varia entre diferentes células de um mesmo individuo nas espécies que os possuem. Isto se
deve a um retardo anafasico, com eliminacdo do B de algumas células ou tecidos, ou a ndo
disjun¢do mitdtica, quando ambas as cromatides migram para um mesmo polo (GUERRA,

1988).
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Segundo Jones e Rees (1982), existem alguns critérios pelos quais os
cromossomos supranumerdrios podem ser diferenciados dos outros cromossomos do
complemento, que sdo os seguintes: (a) ndo sdo essenciais a reprodu¢do, desenvolvimento e
sobrevivéncia dos organismos que os possuem; (b) apresentam uma frequéncia variavel intra
e interindividual, variando também quanto a morfologia nos diferentes individuos que os
apresentam; (c) nao sao homodlogos a nenhum cromossomo do complemento A; (d)
geralmente sdo formados de heterocromatina; (e) geralmente sdo subinertes, ou seja,
destituidos de genes, ndo apresentando assim efeitos fenotipicos detectaveis; (f) ndo seguem
as leis mendelianas, ndo tendo um padrao definido de divisdo mitoética e/ou meiotica.

Em muitos organismos, os cromossomos B sdo estaveis durante o ciclo
celular somatico e sdo herdados, assim como os cromossomos autossomicos. Durante a
meiose, os Bs pareiam estritamente entre si e tem a capacidade de formar multivalentes
quando mais de dois estdo presentes, embora raramente pareiem com a mesma eficiéncia e
regularidade dos autossomos. Os Bs que ndo ocorrem em pares t€ém comportamento variavel.
Geralmente, ha pouca perda meidtica de univalentes e Bs dispareados, mas a perda ¢
importante, desde que ¢ um dos meios pelo qual a frequéncia dos Bs pode ser ajustada na
populagdo (JONES, REES, 1982).

Cromossomos B ja foram encontrados em 61 espécies de peixes
neotropicais de dgua doce, distribuidos em sete ordens diferentes, como relatado em tultima
revisdo realizada por Carvalho et al. (2008). A ordem Characiformes abrange a maioria das
espécies com esse tipo de cromossomo, incluindo 31 espécies de seis familias diferentes:
Anostomidae, Characidae, Crenuchidae, Curimatidae, Parodontidae e¢ Prochilodontidae. A
ordem Siluriformes possui 21 espécies distribuidas nas familias Callichthyidae,
Heptapteridae, Loricariidae, Pimelodidade e Trichomycteridae, com cromossomos B
(CARVALHO et al., 2008), sendo Rhamdia (familia Heptapteridae) o género onde esses
cromossomos sdo mais comumente encontrados (MORAES et al., 2009). Dentro da ordem
Perciformes, somente cinco espécies apresentaram cromossomos B, todas pertencentes a
familia Cichlidae, e as ordens Beloniformes, Cyprinodontiformes, Gymnotiformes e
Synbranchiformes possuem apenas uma espécie cada com cromossomos extras
(CARVALHO et al., 2008).

Os cromossomos B podem ser encontrados como microcromossomos em
Schizodon, Astyanax, Moenkhausia, Cyphocharax, Steindachnerina, Prochilodus, Rhamdia,
Iheringichthys, Loricaria (CARVALHO et al., 2008), entre outros, até macrocromossomo

supranumerario como observado em Astyanax scabripinnis (Jenyns, 1842) (SALVADOR,



19

MOREIRA-FILHO, 1992; MORILHA NEO et al., 2000) e, recentemente, em
Bryconamericus ecai Silva, 2004 (SANTOS et al., 2012), variando em morfologia e numero,
evidenciando a grande diversidade de cromossomos B em peixes neotropicais (CARVALHO
et al., 2008).

Na familia Curimatidae, o primeiro trabalho a registrar a ocorréncia de um
cromossomo B foi feito por Venere e Galetti (1985) em um individuo de Cyphocharax
modestus (citado como Curimata modesta), coletado no rio Tieté, municipio de Aguas de Sao
Pedro/SP. Este cromossomo se mostrou totalmente heterocromatico. Desde entdo, outras
populagdes de C. modestus tem mostrado a presenga do cromossomo B, como Martins et al.
(1996) que analisaram individuos do ribeirdo Trés Bocas, bacia do rio Tibagi (Londrina/PR) e
Venere et al. (1999) que observaram um B pequeno em um individuo coletado no Rio Mogi-
Guagu, proximo de Luis Antonio/SP. Trabalhos mais recentes, como de Gravena et al. (2007)
e Teribele et al. (2008), que analisaram individuos de C. modestus coletados em diferentes
pontos da bacia do rio Tibagi/PR, observaram uma variagdo de 0 a 2 cromossomos B nas
células somaticas, evidenciando uma variacao inter e intraindividual.

Oliveira ¢ Foresti (1993) analisaram 11 individuos de Steindachnerina
insculpta provenientes do rio Paranapanema, em Itatinga/SP, onde 27,3% dos individuos
apresentaram de 1 a 2 cromossomos B, que se mostraram eucromaticos, diferindo dos
resultados encontrados nesta mesma espécie por Gravena et al. (2007), em populagdes da
bacia do rio Tibagi/PR, que apresentaram cromossomos B totalmente heterocromaticos.

Brassesco et al. (2004) encontraram em um individuo de Cyphocharax
spilotus um microcromossomo B, relatado também por Fenocchio et al. (2003). Novas
ocorréncias de Bs foram observadas por Venere et al. (2008) em Cyphocharax gouldingi Vari,
1992, e por Sampaio et al. (2011) em Cyphocharax voga, C. saladensis (Meinken, 1933) e
Steindachnerina biornata (Braga & Azpelicueta, 1987). Oliveira e Foresti (1993) ¢ Martins et
al. (1996) propuseram duas hipdteses, para explicar a origem do cromossomo B nas espécies
da familia Curimatidae. A primeira sugere que este cromossomo surgiu nos ancestrais da
familia (carater plesiomorfico) e foi eliminado das espécies que ndo o possuem. Outra
hipdtese sugere uma origem recente e independente deste B (carater apomorfico) nas espécies

de curimatideos que o possuem.
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14 ANALISES MEIOTICAS EM PEIXES NEOTROPICAIS

A andlise de cromossomos meidticos pode complementar os estudos
mitdticos, pois corroboram os achados cariotipicos obtidos com base nas observagdes em
metafases mitdticas, como a presenca de rearranjos estruturais € numéricos, ocorréncia de
poliploidia, sistemas cromossomicos de determinagdao do sexo do tipo simples ou multiplo e
presenca de elementos adicionais correspondentes ao cromossomo B (GROSS et al., 2009;
KASAHARA, 2009).

Um exemplo dessa importante associacdo foi feita em duas espécies
endémicas de Pimelodus do rio Iguagu no estado do Parana, Pimelodus sp. e P. ortmanni
Haseman, 1911, que apresentavam 2n=>56 e variagdes intraindividuais de 0 a 4 cromossomos
B nas células somaticas. A andlise meiodtica foi de extrema importancia, confirmando a
presenga desses cromossomos, com uma variagdo de 0 a 2 Bs em metafase I, mas nao foi
possivel evidenciar se eles eram univalentes ou bivalentes. Pimelodus sp. apresentou 14,64%
de individuos com cromossomos B e Pimelodus ortmanni apresentou 100% de individuos
com este cromossomo extra. Este fato indica a possivel variagdo interespecifica na
estabilidade mitotica e meiodtica dos cromossomos B nessas espécies (BORIN, MARTINS-
SANTOS, 2004).

Cromossomos B presentes em células somaticas de lheringichthys labrosus
(Liitken, 1874) (CARVALHO, DIAS, 2005), também foram observados em metafases I como
um pequeno univalente, mostrando que este cromossomo nao era homologo a nenhum outro
do complemento padrao. Os autores também puderam constatar que, além do B apresentar
baixa frequéncia na mitose, apresentou baixa frequéncia na meiose, comprovando uma
variagdo intraindividual deste cromossomo.

Adicionalmente, a espécie Rineloricaria pentamaculata Langeani & Araujo,
1994 do riacho Taud, bacia do rio Parand (PORTO et al., 2010), apresentou uma variagao no
nimero dipldide de 56 a 59 cromossomos. Esta varia¢do se deve a presenca de cromossomos
B acrocéntricos, que variavam de 0 a 3 nas células somaticas, comprovados pela analise
meidtica que mostrou 28 bivalentes nas fases de metafase I e metafase Il e pequenos
univalentes em 49,02% das células analisadas. Algumas células em metafase II apresentaram
até trés univalentes. Estes dados reforcam a classificacdo desses elementos como
cromossomos supranumerarios ou B, indicando a instabilidade meidtica na transmissdo a

prole (PORTO et al., 2010).
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Outra importante aplicacdo dos estudos meidticos nos peixes neotropicais
esta na confirmacdo do nimero diploide e na identificagdo de cromossomos sexuais. Para
caracterizar o comportamento dos cromossomos meidticos, Silva et al. (2012) analisaram
diferentes células gaméticas de Astyanax jacuhiensis Cope, 1894 (2n=50) da Lagoa dos
Quadros/RS. Metafases espermatogoniais foram observadas com 50 cromossomos,
paquitenos e metafases I com 25 bivalentes e metafases I com 25 cromossomos, confirmando
assim o nimero diploide da espécie.

Em relacdo a estudos com cromossomos sexuais, para comprovar a
homologia entre os cromossomos X ¢ Y de 2 cariomorfos distintos de Hoplias malabaricus
(Block, 1794), Ciofti e Bertollo (2010) analisaram células gaméticas de machos apos a
hibridag@o fluorescente in situ (FISH) com sonda de DNAr 18S. Os resultados encontrados
foram: metéafases espermatogoniais com 39 cromossomos e 10 sitios de DNAr 18S; células
em inicio de profase I com 5 pares de sitios de DNAr 18S, devido ao emparelhamento dos
cromossomos homoélogos durante a fase de zigdteno; diploteno e diacinese com 18 bivalentes
e um trivalente com 5 sitios de DNAr 18S, onde um destes sitios estava localizado no
trivalente; e metafase II com 19 cromossomos (18 autossomos+neo-Y) ou 20 cromossomos
(18 autossomos+X;X,) com 5 sitios de DNAr 18S. Este estudo mostrou os passos iniciais da
diferenciagdo dos cromossomos XY, além da associacdo do sistema sexual XY presentes nos
cariomorfos C e D (CIOFFI, BERTOLLO, 2010).

Além da presenga/auséncia de cromossomos B ou cromossomos sexuais, 0s
estudos meidticos sdo extremamente resolutivos para o conhecimento sobre a composi¢ao
heterocromatica bem como a localizacao de sequéncias especificas neles. Poletto et al. (2010),
estudando cromossomos meioticos de Astatotilapia latifasciata (Regan, 1929) (citado como
Haplochromis obliquidens), identificaram cromossomos B totalmente heterocromaticos e,
apos a FISH, a presenca de DNAr 18S nestes Bs, evidenciando univalentes em forma de anel.

Dessa forma, os estudos meioticos em peixes complementam as analises
cromossOmicas, comprovando sua importancia na caracterizagdo da estrutura cariotipica, na
analise do comportamento de cromossomos B e cromossomos sexuais, assim como de
polimorfismos cromossomicos numéricos e estruturais, caracterizando-se como uma

ferramenta fundamental nos estudos citogenéticos de peixes Neotropicais.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho tem como objetivo geral caracterizar o comportamento
mitotico e meidtico de diferentes espécies de peixes da familia Curimatidae, de trés bacias

hidrograficas distintas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Analisar cromossomos mitdticos, meioticos e Bs das espécies coletadas
de curimatideos;

v' Detectar as regides organizadoras de nucléolos e o padrio de
distribuicao da heterocromatina;

v Evidenciar regides cromossomicas ricas em pares de bases GC;

<

Localizar os sitios ribossomicos 18S;

v Analisar o padrio de atividade das regides organizadoras de nucléolo
durante a divisdo meiotica;

v Comparar os dados obtidos com os da literatura, visando compreender

melhor a estrutura e a evolugdo cromossomica da familia Curimatidae.



23

3 LOCAIS DE COLETA E ESPECIES ESTUDADAS

Foram estudadas espécies de peixes dos géneros Cyphocharax e
Steindachnerina (figura 1) coletadas em diferentes pontos da bacia do rio Paranapanema
(Parana/Sao Paulo), do sistema hidrografico Laguna dos Patos e bacia do rio Tramandai (Rio
Grande do Sul) (tabela 1; figura 2).

O género Cyphocharax ¢ o mais amplamente distribuido na regido
Neotropical que qualquer outro género desta familia, representando quase um terco de todas
as espécies do grupo. Possuem uma mancha escura na por¢ao caudal da linha lateral média,
sendo apenas diferenciada pelo nimero de escamas (VARI, 1992). O género Steindachnerina
ocorre, em sua maioria, em sistemas de grandes drenagens que cruzam as enormes terras
baixas da regido tropical e subtemperada da América do Sul. Possuem corpo alongado, com
uma linha escura no meio das laterais do seu corpo e¢ ao longo de todo o seu comprimento
(VARI, 1991).

A bacia do rio Paranapanema estende-se pelo sudoeste do estado de Sao
Paulo e norte do Parand, cobrindo uma area de aproximadamente 100.800 km?, dos quais 53%
estdo no territorio paranaense e 47% no territorio paulista (VERMULM JUNIOR et al., 2002).
A bacia do rio Tibagi pertence a bacia do rio Paranapanema, com uma area de drenagem de
25.000 km” e 550 km de extensdo (BENNEMANN et al., 1995), sendo composta pelo rio
Tibagi, maior afluente do rio Paranapanema, localizando-se na sua margem esquerda. O rio
Tibagi nasce no municipio de Palmeira e desdgua no municipio de Primeiro de Maio,
escoando inteiramente no estado do Parand (SHIBATTA et al., 2002).

Segundo Shibatta et al. (2002), existem trés espécies de curimatideos
endémicas da bacia do alto rio Parana, que engloba a bacia do rio Paranapanema:
Cyphocharax modestus, Cyphocharax nagellii ¢ Steindachnerina insculpta. Sdo peixes de
pequeno porte que preferem locais calmos e com bastante matéria organica de origem vegetal
depositada no substrato. C. modestus e S. insculpta estdo amplamente distribuidas na bacia do
rio Tibagi, podendo ser capturadas tanto no rio Tibagi como em seus afluentes e subafluentes.

O sistema hidrografico Laguna dos Patos localiza-se na porcdo leste do
estado do Rio Grande do Sul, e constitui-se em um dos maiores reservatorios de agua doce do
planeta, apresentando uma superficie aproximada de 10.000 km* (SEMA/RS, 2002; TOLDO
et al., 2006). Nesta regido, os peixes das lagoas, rios e arroios sdo o sustento de milhares de
pessoas ¢ a economia de dezenas de municipio. Existem, relativamente, poucos trabalhos

realizados no estado do Rio Grande do Sul que enfocam a comunidade dos peixes e, assim, o
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estudo da ictiofauna destes sistemas hidrograficos € considerado incipiente, quando

comparado aos rios Parana e Paraguai (SEMA/RS, 2002).

Tabela 1 - Espécies, locais de coleta e bacias hidrograficas dos exemplares estudados.

Espécie N° de Local de coleta Bacia
individuos
Cyphocharax modestus 59,648 Ribeirdo Trés Bocas, Londrina, PR, Brasil Paranapanema
S 23°17°12.9” W 51°13°58.2”
Cyphocharax saladensis 19,98  Agude da Estagdo Experimental Agronomica Laguna dos Patos

da UFRGS, Eldorado do Sul, RS, Brasil
S 30°05°33.7” W 51°40°40.0”

Cyphocharax spilotus 29,24 Arroio Capivara, Barra do Ribeiro, RS, Brasil Laguna dos Patos
S 30°17°34.0” W 51°19°21.2”
13 Gasbdmetro, Porto Alegre, RS, Brasil
S 30°02°06.3” W 51°14°29.12”
Cyphocharax voga 19,18 Rio Saco da Alemoa, Eldorado do Sul, RS, Laguna dos Patos
Brasil

S 29°59°15.6” W 51°14°24.1”

32,98 Arroio Capivara, Barra do Ribeiro, RS, Brasil
S 30°17°34.0” W 51°19°21.2”

19,38  Gasdmetro, Porto Alegre, RS, Brasil
S 30°02°06.3” W 51°14°29.12”

58 Lagoa dos Barros, Osério, RS, Brasil
S 29°56°30.0” W 50°19°32.0”
39,448 Lagoa dos Quadros — Barra do Jodo Pedro, Tramandai

Magquiné, RS, Brasil
S 29°46°21.2” W 50°05°08.0”

Steindachnerina biornata 12,18 Rio Forquetinha, Canudos do Vale, RS, Brasil Laguna dos Patos
S 29°24°22.4” W 52°03°19.2”

Steindachnerina insculpta 39,248 Ribeirdo Trés Bocas, Londrina, PR, Brasil Paranapanema
S23°17°12.9” W 51°13°58.2”
28 Riacho do Pavao, Sertanopolis, PR, Brasil

69,124  Rio Jacutinga, Londrina, PR, Brasil
S 23°23°6.6” W 51°04°35.8”

39,78  Rio Agua dos Patos, Iepé, SP, Brasil
S 23°12°23.3” W 50°56°49.1”

Total de individuos: 93
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Figura 1l - Exemplares de: a) Cyphocharax modestus; b) Cyphocharax saladensis; c)
Cyphocharax spilotus; d) Cyphocharax voga; e) Steindachnerina biornata; f)
Steindachnerina insculpta. Barra: 1 cm
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Figura 2 - Mapa do Brasil: (a) Locais de coleta da bacia do rio Paranapanema: rio Agua dos
Patos (SP), riacho do Pavao, rio Jacutinga e ribeirdo Trés Bocas (PR); (b) Locais
de coleta do sistema hidrografico Laguna dos Patos: rio Forquetinha, Gasometro,
Saco da Alemoa, Acude da Estagdo Experimental Agrondmica da UFRGS, Arroio
Capivara e Lagoa dos Barros (RS); Locais de coleta do rio Tramandai: Lagoa dos

Quadros (RS).
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RESUMO

A familia Curimatidae ¢ um grupo de peixes de dgua doce composto por 8 géneros e 101
espécies, distribuidas na América do Sul e sul da América Central. Poucos estudos de
bandamentos cromossdmicos focando a evolugdo dos cromossomos dos curimatideos foram
realizados. Espécies de peixes dos géneros Cyphocharax e Steindachnerina foram coletadas
em diferentes pontos da bacia do rio Paranapanema, do sistema hidrografico Laguna dos
Patos e da bacia do rio Tramandai. Todas as espécies apresentaram 2n=54 m-sm e NF=108, e
em todas as populacdes foram observados individuos com microcromossomos B. Um padrao
de AgRONs simples foi observado nas seis espécies, em regido terminal, diferindo quanto ao
par e a localizagdo no braco cromossdmico de cada uma. Todas as AgRONs foram
confirmadas pela FISH com sonda de DNAr 18S, exceto Steindachnerina biornata que
apresentou um pequeno par de cromossomos a mais, com sitios de DNAr 18S indicando um
padrio multiplo para esta espécie. As AgRONs mostraram-se CMA; /DAPI sendo, portanto,
ricas em pares de base GC. A heterocromatina distribuiu-se em regides pericentroméricas e
em algumas regides terminais, mostrando-se CMA;/DAPI". Apesar do niimero diploide
conservado, foi possivel caracterizar e diferenciar as espécies de curimatideos analisadas, que
apresentaram divergéncia na localizagcdo das RONs, mostrando que a evolugao cariotipica nos
curimatideos vem sendo acompanhada de rearranjos na microestrutura cromossomica.

Palavras chave: AgRON. FISH. Heterocromatina. Peixes de agua doce. Diversificagdo
cariotipica. Evolucao.
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Introducéo

Os estudos citogenéticos em peixes neotropicais revelam uma grande
diversidade cromossdmica, com variabilidade cariotipica tanto intra quanto interespecifica.
Dentro da ordem Characiformes existem duas tendéncias bem diferenciadas: grupos que
mostram grandes diferencas no numero diploide e/ou na féormula cariotipica e grupos
cariotipicamente homogéneos (Bertollo et al. 1986; Oliveira et al. 2009). Diante dessas
tendéncias, a familia Curimatidae pertence ao segundo grupo, pois das 101 espécies descritas
(Netto-Ferreira e Vari 2011), 38 foram estudadas citogeneticamente, sendo que 32 espécies
apresentam numero diploide (2n) de 54 cromossomos e nimero fundamental (NF) igual a 108
e, destas, 28 possuem cromossomos meta-submetacéntricos (m-sm) (Sampaio et al. 2011).

A evolugdo cromossomica nos curimatideos ¢ acompanhada por pequenas
mudangas na microestrutura cariotipica, como no padrdo das regides organizadoras de
nucléolo (RONs) e na distribui¢do de heterocromatina, que podem ser considerados
importantes marcadores citogenéticos. Assim, apesar do grupo ser considerado conservado,
algumas espécies apresentam excecdes a regularidade observada, o que permite inferir sobre
as vias evolutivas dentro da familia (Galetti Jr. et al. 1994; Galetti Jr. 1998).

Outra caracteristica, considerada uma diversificacdo cromossomica dentro
dos curimatideos, ¢ a presenga de cromossomos B em algumas espécies (Venere et al. 2008).
Este cromossomo, também chamado de supranumerario ou acessorio, pode apresentar
morfologia semelhante ou claramente distinta dos cromossomos do complemento A. O
numero de Bs pode variar entre diferentes células de um mesmo individuo nas espécies que os
possuem, sendo devido a um retardo anafasico, com elimina¢do do B de algumas células ou
tecidos, ou a ndo disjun¢do mitdtica, quando ambas as cromatides migram para um mesmo
po6lo (Camacho 2000). Até o momento, cromossomos B foram descritos em sete espécies de
curimatideos, de diferentes populagdes: Cyphocharax gouldingi, C. modestus, C. saladensis,
C. spilotus, C. voga, Steindachnerina biornata e S. insculpta (Venere et al. 2008; Sampaio et
al. 2011).

O objetivo do presente trabalho foi caracterizar seis espécies de
curimatideos quanto aos seus cariotipos, RONs e distribui¢dao de heterocromatina, para melhor
entender a estrutura e organizagdo cromossOmica e identificar possiveis marcadores
citogenéticos, contribuindo assim para um melhor entendimento sobre a evolugdo

cromossOmica nesse importante grupo de peixes.
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Material e Métodos

Foram analisadas seis espécies de curimatideos coletadas em diferentes
pontos da bacia do rio Paranapanema (PR/SP), do sistema hidrografico Laguna dos Patos e
bacia do rio Tramandai (RS) (tabela 1). Os exemplares foram coletados com a permissao do
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA),
protocolo numero 11399-1. Os espécimes foram depositados no Museu de Zoologia da
Universidade Estadual de Londrina (MZUEL), Parand, Brasil, sob os seguintes niimeros de
voucher: MZUEL 1374 - Cyphocharax modestus; MZUEL 5058 - C. saladensis; MZUEL
5106 - C. spilotus; MZUEL 5105 - C. voga; MZUEL 5059 - Steindachnerina biornata;
MZUEL 1042 - S. insculpta.

A estimulacdo mitotica foi realizada pela injecdo prévia de solugdo de
fermento bioldgico nos animais in vivo, descrita por Lee e Elder (1980); os cromossomos
mitoticos foram obtidos por preparagdo direta, com a retirada do rim anterior, segundo
Bertollo et al. (1978), visualizados por coloragdo convencional com Giemsa 5% e
classificados em metacéntricos (m) e submetacéntricos (sm), de acordo com Levan et al.
(1964).

As regides organizadoras de nucléolos foram detectadas pela impregnacgao
por nitrato de prata (AgRONSs), segundo Howell e Black (1980) e pela técnica de hibridagado
fluorescente in situ (FISH), segundo Pinkel et al. (1986), com sonda de DNAr 18S,
proveniente de Prochilodus argenteus (Hatanaka e Galetti Jr. 2004). As regides ricas em pares
de bases GC foram evidenciadas utilizando fluorocromo cromomicina A3 (CMA3), conforme
descrito por Schweizer (1980). As regides heterocromaticas foram visualizadas com a técnica
de banda C, com utilizagdo de acido cloridrico, hidroxido de bario e solugdo salina 2XSSC,
segundo Sumner (1972), coradas com Giemsa 5% e posteriormente, coradas com fluorocromo

CMA;.

Resultados

Todas as espécies analisadas apresentaram numero diploide de 54
cromossomos meta-submetacéntricos (m-sm) e numero fundamental (NF) igual a 108, e em
todas as populagdes foram observados individuos com microcromossomos B (dot) em suas
células somaticas (Fig. 1, 2). Constrigdes secundarias terminais foram observadas em

Cyphocharax voga (Hensel, 1870) e Steindachnerina biornata (Braga & Azpelicueta, 1987)
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no brago longo dos pares 5 e 3, respectivamente (Fig. 2a, b, box lateral); ¢ em Cyphocharax
spilotus (Vari, 1987), uma constri¢ao secundaria foi observada na posi¢ao intersticial do brago
curto do par 2 (Fig. lc, box lateral).

A impregnagdo com nitrato de prata evidenciou as regides organizadoras de
nucléolos (AgRONs) na regido terminal de um par de cromossomos em todas as espécies
(Fig. 1, 2, box lateral). A tabela 2 mostra o par ¢ a posi¢ao da AgRON de cada espécie. A
constrigdo secundaria foi coincidente com a AgRON em C. voga (par 5) ¢ S. biornata (par 3)
(Fig. 2a, b, box); em C. spilotus o par da constrigdo foi o mesmo da AgRON (par 2), mas ela
nao foi coincidente com esta regiao (Fig. 1c, box).

As AgRONs foram confirmadas pela hibridagao fluorescente in situ (FISH)
com sonda de DNAr 18S nas espécies Cyphocharax modestus (Férnandez-Yépez, 1948), C.
saladensis (Meinken, 1933), C. spilotus, C. voga e Steindachnerina insculpta (Férnandez-
Yépez, 1948) (Fig. 1, 2, box lateral). Steindachnerina biornata apresentou, além do par
impregnado pela prata, um pequeno par de cromossomos metacéntricos com sitios
ribossomicos 18S na regido terminal do brago longo (Fig. 2b, box lateral). A coloragdo com o
fluorocromo CMAj; revelou marcas fluorescentes na regido terminal de um par de
cromossomos correspondentes as AgRONs, em todas as espécies (Fig. 1, 2, box lateral).

Dois individuos de Cyphocharax voga, coletados na Lagoa dos Barros/RS,
apresentaram um bloco correspondente a AgRON e ao fluorocromo CMA3; na constricao
secundaria de um cromossomo somente ¢ a FISH revelou sitios ribossomicos em dois
cromossomos, onde um dos homodlogos apresentou um grande bloco e o outro cromossomo
um pequeno sitio, revelando um heteromorfismo desta regiao (Fig. 3).

A heterocromatina nas espécies de curimatideos foi observada,
preferencialmente, em regides pericentroméricas e em algumas regides terminais (Fig. 4).
Apbs a coloragdo com fluorocromos, todas as regides heterocrométicas se mostraram CMA;"
(Fig. 5). Em Steindachnerina biornata foi observada heterocromatina nas duas regides
terminais do par portador da RON, sendo um bloco no brago longo e uma marcag¢do mais
discreta no brago curto e, apds a coloracdo com o fluorocromo CMAj, estas regides
apresentaram-se fluorescentes (Fig. 4e, Se).

O microcromossomo B apresentou-se heterocromatico em Cyphocharax
modestus, C. saladensis e em Steindachnerina insculpta (Fig. 4a, b, f, boxes,
respectivamente); nas demais espécies ndo foi possivel sua visualizacdo com bandamento C.
Somente em C. saladensis foi visualizado o cromossomo B heterocromatico fluorescente apos

a coloragao com fluorocromo CMAj; (Fig. 5b).
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Discussao

Na familia Curimatidae, existem dados citogenéticos somente para 38
espécies, considerando as 101 ja descritas para o grupo. Destas 38 espécies, 32 apresentam 54
cromossomos, caracterizando este 2n como conservado para este grupo de peixes (tabela 3).
As espécies do presente estudo mantiveram o padrdo, apresentando 2n=54 do tipo m-sm.
Segundo Feldberg et al. (1992), este ¢ um caridtipo ancestral dos curimatideos e variagdes
desta condicdo representam caracteres derivados. Brassesco et al. (2004), por exemplo,
estudaram as espécies Cyphocharax platanus (Giinther, 1880) ¢ Potamorhina squamoralevis
(Braga & Azpelicueta, 1983) e encontraram variagdes no numero diploide: C. platanus
apresentou um 2n=58 com formula cariotipica de 52m-sm+6st e P. squamoralevis apresentou
2n=102 com 14m-sm+88a. Estes dados indicam que a evolucdo cromossomica em algumas
espécies de curimatideos ¢ acompanhada por pequenas mudangas na macroestrutura
cariotipica (Venere e Galetti 1989).

Sampaio et al. (2011) analisaram o comportamento mitdtico e meiodtico dos
microcromossomos B presentes nas espécies do presente estudo, sendo esta uma importante
caracteristica citogenética deste grupo de peixes. A ocorréncia destes cromossomos B foi
relatada, até o momento, em sete espécies de curimatideos de diferentes populagdes (tabela 3),
correspondendo a 18,42% do total de espécies estudadas (Sampaio et al. 2011). Apesar de ser
considerado uma caracteristica marcante da familia Curimatidae, dos 8 géneros analisados
apenas 2, Cyphocharax e Steindachnerina, mostraram, até entdo, a presenca deste tipo de
cromossomo (tabela 3).

Das 11 espécies do género Cyphocharax estudadas citogeneticamente, 5
portaram o cromossomo B, sendo elas: Cyphocharax gouldingi Vari, 1992 (Venere et al.
2008), C. modestus, C. saladensis, C. spilotus e C. voga (Sampaio et al. 2011), representando
45% do total de espécies (tabela 3). Dentre estas, C. modestus é a espécie com mais
populagdes analisadas (9), onde 5 delas apresentam exemplares com cromossomos extras,
equivalendo a 55,5% do total de populagdes desta espécie. Dentro do género Steindachnerina,
9 espécies foram estudadas, e somente 2 portaram o cromossomo B: Steindachnerina
biornata e S. insculpta (Sampaio et al. 2011), representando 22% do total de espécies (tabela
3). S. insculpta ¢ o curimatideo com mais populagdes estudadas até o momento (13), sendo
que 6 delas apresentaram exemplares com cromossomos extras, equivalendo a 46% do total

de populagdes desta espécie.
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As andlises das regides organizadoras de nucléolos na familia Curimatidae
mostram que, geralmente, sdo encontradas em um par de cromossomos, em bracos e
cromossomos diferentes, como nas espécies deste estudo. Trabalhos anteriores descrevem as
AgRONs de Cyphocharax spilotus e Steindachnerina insculpta em pares diferentes do
presente estudo (tabela 3), demostrando uma variabilidade interpopulacional na localiza¢do da
AgRON entre os curimatideos. Esses peixes sdo encontrados em diversos ecossistemas da
regido Neotropical, sendo que populacdes isoladas podem ser estabelecidas sob diferentes
condi¢cdes ambientais, o que pode permitir o aumento da frequéncia de determinadas
variagoes (Vari 2003; Brassesco et al. 2004). Essas variagdes podem ser devidas a rearranjos
na microestrutura cromossomica, como translocacdes e/ou inversdes (Venere Galetti 1989; De
Rosa et al. 2007).

Todas as populagdes estudadas de Cyphocharax modestus apresentaram a
AgRON no par 2, assim como as populagoes de C. voga, que apresentaram a AgRON
principalmente no par 5 (tabela 3), indicando que estes sitios podem ser considerados
importantes marcadores citogenéticos espécie-especificos (De Rosa et al. 2007; Venere et al.
2008).

Uma caracteristica citogenética ndo muito comum nos curimatideos ¢ a
presenca de constri¢des secundarias. Somente Feldberg et al. (1992), observaram constrigoes
coincidentes com a AgRON em Curimata inornata Vari, 1989 e Steindachnerina leuciscus
(Giinther, 1868), e Teribele et al. (2008), em um cromossomo de Cyphocharax modestus, do
rio Taquari/PR. Neste estudo, a constri¢do secundaria observada em C. voga e S. biornata foi
coincidente com a AgRON, diferindo de C. spilotus, onde o par da constri¢do foi 0 mesmo da
AgRON, mas ndo coincidente com esta regiao.

A FISH com sonda de DNAr 18S confirmou a localizacdo e o par
correspondente a AgRON de cada espécie neste estudo, além de evidenciar, em
Steindachnerina biornata, um pequeno par de cromossomos metacéntricos com sitios
ribossomicos 18S ndo identificados pela impregnacdo com nitrato de prata, o que pode ser
devido a falta de atividade transcricional destes sitios, como sugerido por Da Rosa et al.
(2011) em Hoplias malabaricus (Block, 1794). Estes sdo os primeiros dados de bandamento
cromossOmico para a espécie Steindachnerina biornata e o resultado da FISH evidencia mais
uma espécie com padrdo de RONs multiplas entre os curimatideos, o qual foi observado
apenas em Curimata inornata, Cyphocharax nagelii (Steindachner, 1881), Steindachnerina
amazonica (Steindachner, 1911) e S. gracilis Vari&Vari, 1989 (Venere et al. 2008). Como
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relatado na tabela 3, a maioria dos estudos com RONs somente utilizaram nitrato de prata, o
que pode explicar as poucas espécies com RONs multiplas neste grupo de peixes.

Poucos sdo os dados sobre coloracdo com fluorocromos na literatura para a
familia Curimatidae, sendo relatados apenas para Cyphocharax modestus e Steindachnerina
insculpta (Martins et al. 1996; De Rosa et al. 2007; Teribele et al. 2008) ¢ os resultados sdo
coincidentes com os observados neste estudo, onde as RONs mostraram somente Ssinais
fluorescentes para o fluorocromo CMA3, indicando que esta regido € rica em pares de base
GC.

Dois individuos de Cyphocharax voga da populagio de Lagoa dos
Barros/RS apresentaram um resultado diferente dos demais individuos desta populagdo e das
outras espécies do presente estudo. Estes exemplares portaram um bloco, correspondente a
AgRON e ao fluorocromo CMA3, na constrigdo secundaria de apenas um cromossomo € a
FISH revelou sitios ribossomicos em dois cromossomos, onde um apresentou um grande
bloco e 0 outro cromossomo um pequeno sitio ribossdmico. Este heteromorfismo da RON nos
cromossomos homoélogos de C. voga, provavelmente ¢ devido a um crossing-over desigual,
onde o sitio pequeno pode ter se tornado inativo, ou devido ao seu tamanho, ndo pode ser
detectado pelo nitrato de prata ou CMAj;. Resultados semelhantes foram encontrados por
Teribele et al. (2008), em um individuo de Cyphocharax modestus coletado no rio
Taquari/PR.

As andlises de banda C mostraram o mesmo padrdo de distribui¢do da
heterocromatina nas espécies estudadas, onde pouca heterocromatina, mas presente
principalmente nas regides pericentroméricas representou uma caracteristica comum entre
estes curimatideos, ou seja, ndo foi possivel caracterizar e diferenciar as espécies e/ou géneros
analisados. Venere et al. (2008) puderam constatar uma diversificacdo significante na
distribuicdo e na quantidade de heterocromatina de algumas espécies de curimatideos,
diferenciando os géneros Steindachnerina e Cyphocharax. Enquanto espécies do género
Cyphocharax portaram maior quantidade de heterocromatina, espécies do género
Steindachnerina portaram menor quantidade, indicando a caracterizagdo cromossdmica de
cada grupo em relacdo a heterocromatina. A diferenca na quantidade de heterocromatina dos
curimatideos do presente estudo e de Venere et al. (2008), reflete na variabilidade
interpopulacional que ocorre nesta familia, que pode ter um importante papel na evolugdo
cromossomica deste grupo de peixes. Como citado anteriormente, os curimatideos podem ser
estabelecidos em populacdes isoladas sob diferentes condi¢des ambientais, o que pode

permitir o aumento de variagdes na distribui¢ao da heterocromatina (Brassesco et al. 2004).
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A banda C corada com fluorocromo CMAj; revelou sinais fluorescentes nas
regioes heterocromaticas de muitos cromossomos do complemento, mostrando, portanto, que
a heterocromatina destes curimatideos ¢ composta na maior parte por pares de bases GC. Em
Steindachnerina biornata foi observado um par cromossémico que pode ser considerado um
marcador espécie-especifico, pois foi detectada heterocromatina nas duas regides terminais do
par portador da RON, sendo um bloco no brago longo associado a RON e uma marca¢ao mais
discreta no brago curto, e ambas as regides também se mostraram CMA;". A RON adjacente
aos blocos heterocromdticos facilitaria as quebras cromossdmicas, levando a rearranjos
estruturais nestas regides (Moreira-Filho et al. 1984).

Em Cyphocharax modestus, C. saladensis e Steindachnerina insculpta o
microcromossomo B apresentou-se totalmente heterocromadtico, indicando auséncia total de
atividade génica, como em outras populagdes analisadas de C. modestus (Venere et al. 1999;
Gravena et al. 2007). Ja em S. insculpta, o B foi observado tanto eucromatico (Oliveira e
Foresti 1993) quanto heterocromatico (Gravena et al. 2007). Apos a coloragdo com CMA;, o
cromossomo B heterocromatico de C. saladensis mostrou-se fluorescente, portanto, rico em
pares de base GC. Resultado semelhante foi observado em outras espécies de peixes como
Leporinus sp. (Venere et al. 1999), Iheringichthys labrosus (Liitken, 1874) (Carvalho et al.
2010) e Bryconamericus ecai Silva, 2004 (Santos et al. 2012). Entretanto, o cromossomo B de
C. modestus, estudado por Martins et al. (1996), se mostrou CMA;/DAPI". Considerando as
duas hipoteses propostas para a origem do B em curimatideos, (Oliveira e Foresti 1993;
Martins et al. 1996), onde este cromossomo pode ter surgido nos ancestrais da familia, sendo
eliminado das espécies que ndo o possuem, ou tiveram uma origem recente ¢ independente,
pode-se sugerir que a segunda hipdtese seja mais real, resultando em espécies proximas, ou
até a mesma espécie, com diferencas no padrdo e na composicdo da heterocromatina do
cromossomo B.

Este estudo mostrou os primeiros dados de bandamento cromossdmico para
as populacdes de curimatideos pertencentes ao estado do Rio Grande do Sul, nas bacias do
sistema hidrografico Laguna dos Patos e do rio Tramandai, assim como os primeiros dados
para as espécies Cyphocharax saladensis e Steindachnerina biornata. Apesar dos
curimatideos serem caracterizados, na sua maioria, por uma macroestrutura cariotipica
conservativa, os dados apresentados acima mais os da literatura comprovam que as variagdes
interpopulacionais na localizagdo das RONs, assim como na distribuicdo de heterocromatina,
sdo causadas por importantes mecanismos que levam a evolugdo e diversificagdo deste grupo

de peixes.
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Tabela 1 - Espécies, locais de coleta e bacias hidrograficas dos exemplares estudados.

Espécie N° de Local de coleta Bacia
individuos
Cyphocharax modestus 59,648 Ribeirdo Trés Bocas, Londrina, PR, Brasil Paranapanema
S 23°17°12.9” W 51°13°58.2”
Cyphocharax saladensis 19,98  Agude da Estagdo Experimental Agronomica Laguna dos Patos

da UFRGS, Eldorado do Sul, RS, Brasil
S 30°05°33.7” W 51°40°40.0”

Cyphocharax spilotus 29,248 Arroio Capivara, Barra do Ribeiro, RS, Brasil Laguna dos Patos
S 30°17°34.0” W 51°19°21.2”
134 Gasometro, Porto Alegre, RS, Brasil
S 30°02°06.3” W 51°14°29.12”
Cyphocharax voga 19,18 Rio Saco da Alemoa, Eldorado do Sul, RS, Laguna dos Patos
Brasil

S 29°59°15.6” W 51°14°24.1”

39,98  Arroio Capivara, Barra do Ribeiro, RS, Brasil
S 30°17°34.0” W 51°19°21.2”

12,348 Gasometro, Porto Alegre, RS, Brasil
S 30°02°06.3” W 51°14°29.12”

58 Lagoa dos Barros, Osorio, RS, Brasil
S 29°56°30.0” W 50°19°32.0”
39,448 Lagoa dos Quadros — Barra do Jodo Pedro, Tramandai

Magquiné, RS, Brasil
S 29°46°21.2” W 50°05°08.0”

Steindachnerina biornata 12,18 Rio Forquetinha, Canudos do Vale, RS, Brasil Laguna dos Patos
S 29°24°22.4” W 52°03°19.2”

Steindachnerina insculpta 39,248 Ribeirao Trés Bocas, Londrina, PR, Brasil Paranapanema
S 23°17°12.9” W 51°13°58.2”
28 Riacho do Pavido, Sertanopolis, PR, Brasil

69,123  Rio Jacutinga, Londrina, PR, Brasil
S 23°23°6.6” W 51°04°35.8”

39,78 Rio Agua dos Patos, Iepé, SP, Brasil
S 23°12°23.3” W 50°56°49.1”

Total de individuos: 93

Tabela 2 - Pares cromossomicos das regides organizadoras de nucléolos (AgRONS) e suas
respectivas posigoes.

Espécie Par da Posicdo da AGRON no Constricao secundéria
AgRON Cromossomao
Cyphocharax modestus 02 Terminal/Brago longo -
Cyphocharax saladensis 08 Terminal/Brago longo ~  --—--
Cyphocharax spilotus 02 Terminal/Brago longo Intersticial/Brago curto
Cyphocharax voga 05 Terminal/Brago longo Terminal/Brago longo
Steindachnerina biornata 03 Terminal/Brago longo Terminal/Brago longo

Steindachnerina insculpta 12 Terminal/Brago curto -
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Tabela 3- Revisdo citogenética de espécies da familia Curimatidae (2n: numero diploide; NF: niimero fundamental; m: metacéntrico; sm:
submetacéntrico; st: subtelocéntrico; a: acrocéntrico; B: cromossomo supranumerario; term.: terminal; peric.: pericentromérica; centr.:
centromérica; inters.: intersticial; br.: braco; RF: referéncias).

Espécie Localidade 2n Formula NF Par da Posicéo N° de cistrons N° de cistrons Banda C RF

Cariotipica AgRON DNAr 18S DNAr 5S/posicéo
Curimata cyprinoides Rio Negro e Solimdes/AM 54  44m+ 10sm 108 3 term. br. longo - - - 3
Rio Araguaia/MT 54  44m+10sm 108 7 term. br. longo - - - 16
Curimata inornata Rio Negro e Solimdes/AM 54 40m+ 14sm 108 21 inters. br. curto - - - 3
Rio Araguaia/MT 54 40m + 14sm 108 3,22 term. br. longo - - Peric./term. 16
Curimata kneri Rio Negro e Solimdes/AM 54  40m+ 14sm 108 27 term. br. curto - - - 3
Curimata ocellata Rio Negro e Solimdes/AM 56  40m+ 16sm 112 26 inters. br. curto - - - 3
Curimata vittata Rio Negro e Solimées/AM 54  42m+ 12sm 108 9 term. br. longo - - - 3
Curimatella alburna Rio Negro e Solimdes/AM 54  46m + 8sm 108 14 term. br. longo - - - 3
Curimatella dorsalis Rio Miranda/MS 54 46m + 8sm 108 13 term. br. curto - - Peric. 7
Rio Parana/AR 54 54m/sm 108 2 term. br. longo - - Centr./term. 11
Curimatella imaculata Rio Araguaia/GO 54 46m+ 8sm 108 24 inters. br. longo - - Peric. 16
Curimatella lepidura Rio Sdo Francisco//SP 54 54m/sm 108 9 term. br. curto - - - 2
Curimatella meyeri Rio Negro e Solimdes/AM 54  46m + 8sm 108 9 term. br. longo - - - 3
Curimatopsis myersi Rio Miranda/MS 46 42m + 4sm 92 - - - - - 7
Cyphocharax gilbert Rio Paraibuna/SP 54  44m+10sm 108 2 term. br. curto - - Peric./term. 16
Cyphocharax cf. gillii Rio Bento Gomes/MT 54 54m/sm 108 1 inters. br. longo - - - 2
Cyphocharax gouldingi Rio Araguaia/GO 54 54m+ B 108 2 term. br. longo - - Peric. 16
Cyphocharax modestus Rio Tiéte/SP 54 54m/sm/B 108 - term. br. longo - - Centr./term. 1
Aguas de Sio Pedro/SP 54 54m/sm 108 2 term. br. longo - - - 2
Ribeirdo Trés Bocas/PR 54 54m/sm + B 108 2 term. br. longo 2 - Peric./term. 6, 13, 15,
18,19
Rio Mogi-Guagu/SP 54 54m/sm + B 108 - - - - Peric. 8
Rio Taquari/PR 54 54m/sm + B 108 2 term. br. longo 2 - Peric./term. 13, 15
Rio Tibagi/PR 54 54m/sm 108 2 term. br. longo 2 - - 15
Rio Agua da Floresta/PR 54 54m/sm 108 2 term. br. longo 2 - - 15
Rio Paranapanema/SP 54 54m/sm + B 108 2 term. br. longo 2 4/peric. br. curto Centr./term. 12,14, 17
Rio Tieté/SP 54 54m/sm 108 2 term. br. longo 2 4/peric. br. curto Centr./term. 12, 14,17
Cyphocharax nagelii Rio Mogi-Guagu/SP 54 54m/sm 108 25 term. br. curto - - - 2
Rio Mogi-Guagu/SP 54 46m + 8sm 108  1,2,6,11,21  term. br. - - Peric./term. 16
curto/longo
Cyphocharax platanus Rio Parana/AR 58 52m/sm+6st 116 5 term. br. curto - - Centr. 11
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/term.
Steindachnerina elegans  Rio Sdo Francisco/SP 54 54m/sm 108 25 term. br. curto - - - 2
Steindachnerina gracilis  Rio Araguaia/MT 54  38m+16sm 108 - term. br. longo - - Peric. 16
Steindachnerina cf. Rio Séo Francisco/AC 54 54m/sm 108 24 term. br. curto - - Peric./inters. 9
guentheri /term.
Steindachnerina Rio Mogi-Guagu/SP 54 54m/sm 108 25 term. br. curto - - - 2
insculpta
Rio Passa-Cinco/SP 54 54m/sm 108 25 term. br. curto - - - 2
Rio Paranapanema/SP 54 54m/sm + B 108 - - - - Peric. 5
Reserva Jurumirim/SP 54 54m/sm + B 108 - - - - Peric. 5
Rio Paranapanema/SP 54 54m/sm 108 7 term. br. longo 2 2/peric. br. curto Centr./term. 12, 14,17
Rio Tieté/SP 54 54m/sm 108 7 term. br. longo 2 2/peric. br. curto Centr./term. 12, 14,17
Ribeirdo Trés Bocas/PR 54 54m/sm + B 108 7 term. br. longo 2 - Peric./term. 13, 15
Rio Taquari/PR 54 54m/sm 108 7 term. br. longo 2 - Peric./term. 13,15
Rio Tibagi/PR 54 54m/sm 108 7 term. br. longo 2 - Peric./term. 13, 15
Rio Agua da Floresta/PR 54 54m/sm 108 7 term. br. longo 2 - Peric./term. 13,15
Cachoeira de Emas/SP 54 54m/sm 108 22 term. br. curto - - Peric./term. 16
Rio Agua dos Patos/SP 54 54m/sm + B 108 12 term. br. curto 2 - Peric./term. 18, 19
Ribeirdo Trés Bocas/PR 54 54m/sm + B 108 12 term. br. curto 2 - Peric./term. 18, 19
Riacho do Pavao/PR 54 54m/sm + B 108 12 term. br. curto 2 - Peric./term. 18, 19
Rio Jacutinga/PR 54 54m/sm + B 108 12 term. br. curto 2 - Peric./term. 18, 19
Steindachnerina leucisca  Rio Negro e Solimdes/AM 54 48m + 6sm 108 15 term. br. curto - - 3

1. Venere, Galetti (1985); 2. Venere, Galetti (1989); 3. Feldberg et al. (1992); 4. Feldberg et al. (1993); 5. Oliveira, Foresti (1993); 6. Martins et al. (1996) 7. Navarrete, Julio-Jr. (1997); 8.
Venere et al. (1999); 9. Carvalho et al. (2001); 10. Fenocchio et al. (2003); 11. Brassesco et al. (2004); 12. De Rosa et al. (2006); 13. Gravena et al. (2007); 14. De Rosa et al. (2007); 15.
Teribele et al. (2008); 16. Venere et al. (2008); 17. De Rosa et al. (2008); 18. Sampaio et al. (2011); 19. Sampaio (presente estudo).
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Figura 1 - Caridtipos com microcromossomo B de: a) Cyphocharax modestus; b)
Cyphocharax saladensis; c¢) Cyphocharax spilotus. Nos boxes laterais, o par
portador da RON com impregnagdo com nitrato de prata, coloragdo com CMA; e
FISH com sonda de DNAr 18S de cada espécie. Em (c), o par da RON com a
constri¢do secundaria estd destacado no box. Barra =5 um

i I I N BT
1 2 3 4 5 6 7 8 9
msm (A BB BE BAR 23 ¥E BF BN BE
10 11 12 13 14 15 16 17 18
AF 52 BB ER KX E¥ mE A=
19 20 21 22 23 24 25 26 27 B
x X XX X W < b X F
1 2 3 4 5 6 7 8 9 -
L P R ) R KR " W
m-SM | 41 12 13 14 15 16 17 18 19
MM AR KX X LR Mmoo
19 20 21 22 23 24 25 26 27 B
C
A Il‘ KX X% XK Kx n¥ AX XK T
T 2] 3 4 5 6 7 8 9 g
m-sm| RE IR BK AX XK EX KX K& Kx
10 11 12 13 14 15 16 17 18
KR AN nX XX AR =xx Ran X N
19 20 21 22 23 24 25 26 27 B



44

Figura 2 - Caridtipos com microcromossomo B de: a) Cyphocharax voga; b)

Steindachnerina biornata; c) Steindachnerina insculpta. Nos boxes laterais, o par
portador da RON com impregnagdo com nitrato de prata, coloragdo com CMA; e
FISH com sonda de DNAr 18S de cada espécie. Em (a) e (b), o par da RON com a
constricao secundaria estd destacado no box. Barra =5 um
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Figura 3 - Metafases somaticas de Cyphocharax voga, coletados na Lagoa dos Barros (RS):
(a) Giemsa; (b) AgRON (sequencial); (c) CMA;3;; (d) FISH com sonda de DNAr
18S. As setas indicam o cromossomo portador da constricdo secundaria e da
RON. Barra =5 pm
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Figura 4 - Metafases somaticas com bandamento C de: a) Cyphocharax modestus; b)
Cyphocharax saladensis; ¢) Cyphocharax spilotus; d) Cyphocharax voga; e)
Steindachnerina biornata; f) Steindachnerina insculpta. As setas e os boxes em
(a), (b) e (f) destacam o microcromossomo B heterocromatico. As setas € o box
em (e) indicam o par heterocromatico de S. biornata. Barra =5 pm
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Figura 5 - Metafases somaticas de bandamento C coradas com fluorocromo CMA; de: a)
Cyphocharax modestus; b) Cyphocharax saladensis; ¢) Cyphocharax spilotus; d)
Cyphocharax voga; ¢) Steindachnerina biornata; f) Steindachnerina insculpta. Os
(*) indicam os pares das RONs. A seta e o box em (b) destaca o
microcromossomo B de C. saladensis heterocromatico CMA3". As cabecas de
setas em (e) indicam o par heterocromatico de S. biornata. Barra=15 um




47

CAPITULO I

PADRAO DE ATIVIDADE DAS REGIOES ORGANIZADORAS DE NUCLEOLOS
(RONs) NA DIVISAO MEIOTICA DE DIFERENTES ESPECIES DE
CURIMATIDEOS (CHARACIFORMES)

* Este artigo sera submetido a publicacdo na revista Chromosome Research.
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Departamento de Biologia Geral, Universidade Estadual de Londrina, Rodovia Celso Garcia
Cid, PR445, Km 380, Caixa Postal 6001, CEP: 86051-970, Londrina, Parana, Brasil.

anadias@uel.br

RESUMO

O nucléolo ¢ uma importante estrutura nuclear, onde ocorre a transcrigdio do DNA
ribossomico (DNAr). Durante a divisdo mitdtica, o nucléolo passa por diferentes processos,
inativando a transcricdo do DNAT; j4 em relagcdo & meiose, poucas informagdes se tem sobre o
comportamento do nucléolo e da atividade transcricional. Assim, visando elucidar este
comportamento, o padrdo de atividade das regides organizadoras de nucléolos (RONs)
durante a divisdo meidtica em cinco espécies de curimatideos, foi analisado por impregnagao
com nitrato de prata, pela hibridagdo fluorescente in situ (FISH) e coloragdo com
fluorocromos base-especificos. A prata evidenciou um nucléolo nos nucleos em interfase, um
par de cromossomos nas metafases espermatogoniais € um bivalente nos paquitenos; nas
células em diploteno, diacinese, metafase 1 e II, as AgRONs ndo foram evidenciadas pela
prata. A FISH confirmou a AgRON nos nucleos, nas espermatogonias e nos paquitenos e
evidenciou esta regido nos demais estagios meiodticos, assim como o fluorocromo CMAj; que
revelou marcas fluorescentes em todos os estagios meiodticos analisados, coincidindo com as
RONSs. A atividade génica e a localizacdo dessa sequéncia ribossdmica durante os diferentes
estagios meioticos sdo discutidos.

Palavras chave: AgRON. DNAr. FISH. Meiose. Transcricao.
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Introducéo

O nucléolo ¢ um compartimento nuclear onde o DNA ribossdmico (DNAr)
¢ transcrito, € ¢ o local onde ocorre a sintese e processamento do RNA ribossomico (RNAr)
(Hernandez-Verdum 2006). Ele ocupa uma por¢do consideravel no nucleo, mas varia em
tamanho e nimero dependendo da espécie, do tipo celular e do estado fisiologico (Visintin e
Amon 2000). Além das atividades relacionadas ao RNAr, o nucléolo também participa no
processamento e exportagdo de RNAm e RNAt, na regulacio da mitose, no progresso e
proliferacdo do ciclo celular, no controle da senescéncia, na modulagdo da funcdo da
telomerase e nas respostas ao estresse (Visintin € Amon 2000; Olson e Dundr 2005; Beguelini
etal. 2011).

Na divisdo mitotica, inicia-se a separa¢do nucleolar, onde o nucléolo ¢
desmontado, dispersando seus componentes nucleolares, como RNAs e proteinas, para
diferentes partes da célula. A RNA polimerase | e os fatores de transcricdo permanecem nas
regides organizadoras de nucléolos (RONs), e a transcricdo do DNAr ¢ inativada. Estes
componentes sdo particionados para os nucleos filhos junto com os cromossomos. No final da
mitose, durante o estagio da anafase, os componentes nucleolares sdo remontados, reativando
a transcricdo do DNAr (Schmid et al. 1982; Olson e Dundr 2005; Beguelini et al. 2011).

Em relacdo a meiose, ndo se tem muitas informagdes sobre o que acontece
com o nucléolo durante a divisdo, mas sua remontagem ocorre durante a telofase II. O padrao
de atividade das AgRONs durante esta divisdo ¢ muito similar em todas as classes de
vertebrados, sendo observado atividade transcricional no inicio do estagio da profase até a
fase de paquiteno, totalmente ausentes nas metafases I e II, e novamente aparece nos nucleos
espermaticos, ou seja, apods a remontagem do nucléolo (Hofgértner et al., 1979; Schmid et al.,
1983).

As regides organizadoras de nucléolo (RONs) sdo sitios formados por
inimeras copias de genes, arranjados em tandem, que codificam o RNAr no nucléolo. Estas
regides podem ser identificadas pela impregnacdo com nitrato de prata (AgRONs) (Howell e
Black 1980), onde a prata se associa as proteinas acidas nucleolares ativas e pela coloracao
com fluorocromos base-especificos, como a cromomicina Az (CMAj3) (Schweizer 1980),
revelando tanto as RONSs ativas como as inativas, devido a grande quantidade de bases CG no
DNAr (Salvadori et al. 1995). Para analisar as sequéncias de DNAr, responsaveis pela
transcricdo do RNAr, pode-se realizar a hibrida¢ao fluorescente in situ (FISH) com sondas

ribossOmicas, evidenciando os genes que codificam o RNAr (Pendas et al. 1993).
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Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi estudar o padrao de
atividade e localizagdo das regides organizadoras de nucléolos durante a divisdo meidtica de
peixes da familia Curimatidae por diferentes técnicas. Os eventos genéticos e citologicos

envolvidos nesse processo também sao discutidos.

Material e Métodos

Foram analisadas cinco espécies de curimatideos coletadas em diferentes
pontos da bacia do rio Paranapanema (PR/SP), do sistema hidrografico Laguna dos Patos ¢ da
bacia do rio Tramandai (RS) (tabela 1). Os exemplares foram coletados com a permissao do
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA), com
nimero de protocolo 11399-1. Os espécimes foram depositados no Museu de Zoologia da
Universidade Estadual de Londrina (MZUEL), Parand, Brasil, sob os seguintes ntimeros de
voucher: MZUEL 1374 - Cyphocharax modestus; MZUEL 5058 - C. saladensis; MZUEL
5106 - C. spilotus; MZUEL 5105 - C. voga; MZUEL 1042 - Steindachnerina insculpta.

Os cromossomos meiodticos foram obtidos de goénadas de exemplares
machos, segundo a técnica de Kligerman e Bloom (1977) e Bertollo et al. (1978). As regides
organizadoras de nucléolos foram detectadas pela impregnacdo por nitrato de prata
(AgRONSs), segundo Howell e Black (1980) e pela técnica de hibridagdo fluorescente in situ
(FISH), segundo Pinkel et al. (1986), com algumas modificagdes, utilizando sonda de DNAr
18S, proveniente de Prochilodus argenteus (Hatanaka e Galetti Jr. 2004). As regides ricas em
pares de bases GC foram evidenciadas utilizando fluorocromo cromomicina As (CMA;),

conforme descrito por Schweizer (1980).

Resultados

Em todas as espécies, a impregnacdo com nitrato de prata evidenciou
somente um nucléolo nos nucleos em interfase. Nas metafases espermatogoniais com 54
cromossomos, as AgRONSs foram observadas na posi¢ao terminal de um par de cromossomos.
Nas células em paquiteno com 27 bivalentes, apenas em um bivalente foi detectada a
AgRON. Nas células em diploteno, diacinese, metafase I e II, as AgRONs ndo foram
evidenciadas com nitrato de prata (Fig.1, 2).

A hibrida¢do fluorescente in situ (FISH), com sonda de DNAr 18S,

confirmou a presenca da AgRON nas metafases espermatogonais e nas células de paquiteno.
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Nas células em diploteno, diacinese e metafase I foi observado um sitio ribossémico em um
bivalente; e em metafase II, um cromossomo portador deste sitio foi observado (Fig. 3). A
coloracdo com o fluorocromo CMAj; revelou marcas fluorescentes nas AgRONs em todos os

estagios meioticos analisados (Fig. 4, 5).

Discussao

O comportamento dos cromossomos meidticos € o numero diploide e
haploide de: Cyphocharax modestus (Fernandez-Yépez, 1948), C. saladensis (Meinken,
1933), C. spilotus (Vari, 1987), C. voga (Hensel, 1870) e Steindachnerina insculpta
(Fernandez-Yépez, 1948), foram descritos anteriormente (Sampaio et al. 2011), onde
observou-se um nimero modal de 54 cromossomos nas metafases espermatogoniais (2n =
54), 27 bivalentes nas fases de paquiteno, diploteno, diacinese e metafase I, e 27
cromossomos em metafase II (n = 27), comprovando o numero diploide das espécies e
indicando uma segregagdo regular dos cromossomos durante esta divisdo. O
microcromossomo B presente nestas espécies foi observado como univalente em alguns
estagios meiodticos por Sampaio et al. (2011).

A analise das células meiodticas das cinco espécies aqui analisadas mostrou
que, o unico nucléolo nos nilcleos em interfase, a posicdo terminal das RONs nos
cromossomos metafasicos ¢ o numero de RONs em todas as células meioticas,
corresponderam aos resultados mitoticos destas mesmas espécies, confirmando assim, um
padrao de RONs simples, caracteristico dos curimatideos. Por outro lado, diferengas nos pares
destas regides sdo evidenciadas, tornando-as bons marcadores citogenéticos espécie-
especificos (De Rosa et al. 2007; Teribele et al. 2008).

Neste estudo foi constatado que a prata evidenciou as RONs somente nos
nucleos em interfase, nas metafases espermatogoniais ¢ nas células em paquiteno; ja nas
células onde os cromossomos estavam um pouco mais condensados, como em dipléteno,
diacinese, metafase I e metafase II, as RONs ndo foram detectadas pela prata e, somente apos
a FISH com a sonda de DNAr 18S e a coloragdo com CMA;, estas regides foram reveladas
em todos os estagios meioticos.

Uma hipotese que pode explicar a auséncia de impregnagdo da prata apos o
estagio de paquiteno € que, a partir desta fase, ocorre uma inativagio da atividade dos genes
ribossdmicos e, ao final da divisdo meiotica, ocorre uma reativacao destes genes. O nitrato de

prata se associa a proteinas acidas nucleolares, envolvidas na atividade transcricional de genes
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de RNATr, que estdo ativas nos sitios de DNAr (Galetti Jr. Martins 2004; Da Rosa et al. 2011),
ou seja, como nao hé transcricdo de RNAr apos a fase de paquiteno, o nitrato de prata nao
impregna nos estagios seguintes.

Hofgartner et al. (1979), Schmid et al. (1982) e Schmid et al. (1983),
analisando o padrao de atividade das regides organizadoras de nucléolo em diferentes
espécies de mamiferos, de vertebrados ndo mamiferos e humanos, chegaram a resultados
semelhantes aos do presente estudo em suas analises meioticas. O nitrato de prata detectou a
RON em células espermatogoniais e paquitenos. Em metafase 1 e metafase II, ndo foi
observada nenhuma marcagao, ¢ nas espermatides as AgRONs foram visualizadas novamente,
indicando uma reativacao pos-meiodtica destas regioes. Os autores propdem que este padrao de
atividade das AgRONs é comum para todos os vertebrados.

Na mitose, o nucléolo passa por um processo de desmontagem no inicio da
divisdo e remontagem no final da divisdo mitotica, o que leva a inativagdo da transcri¢do do
DNAr durante a mitose (Schmid et al. 1982; Olson e Dundr 2005). O processo de inativagdo
das AgRONSs nas células meidticas dos curimatideos pode ser comparada ao processo que
ocorre na mitose onde, durante a divisdo, devido a dindmica dos componentes nucleolares,
ocorre uma diminuicao da atividade transcricional, até a inativagdo dos genes de RNAr e, ao
término da meiose, ocorre uma reativagao destes genes.

Estudos realizados em células de leveduras puderam constatar que os
nucléolos sdo desmontados apds o inicio da anafase meidtica, com uma diminui¢do da
atividade transcricional durante a meiose, sugerindo uma regulagdo diferencial do DNAr
durante a segregacao dos cromossomos (Li et al. 2011). A desmontagem do nucléolo de
leveduras inicia em um estagio posterior, em relacdo ao nucléolo de curimatideos, mas a
inativagdo de atividade nucleolar ocorre em ambos os casos.

O padrao de atividade das RONs nos curimatideos ¢ similar ao encontrado
em outros vertebrados, mas difere, por exemplo, do observado em morcegos (Beguelini et al.
2011), onde todos os estagios meiodticos apresentaram atividade transcricional, mostrando que
ndo ocorre um padrdo geral de comportamento das RONs, podendo variar em cada grupo de
vertebrado.

Apesar da abrangéncia de estudos citogenéticos em peixes, a maioria
concentra seus objetivos em dados mitoticos, sendo que informagdes sobre o comportamento
dos cromossomos meidticos neste grupo animal ainda € escasso, principalmente em relagdo as
aplicacdes de técnicas de bandamento convencional e molecular. Alguns trabalhos focam o

comportamento do cromossomo B na meiose, como em Cyphocharax modestus e
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Steindachnerina insculpta (Sampaio et al. 2011), em Pimelodus sp. e P. ortmanni Haseman,
1911 (Borin e Martins-Santos 2004), em lheringichthys labrosus (Liitken, 1874) (Carvalho e
Dias 2005) e em Rineloricaria pentamaculata Langeani & Araujo, 1994 (Porto et al. 2010).
Outros trabalhos caracterizam o comportamento dos cromossomos meidticos, como realizado
em Astyanax jacuhiensis Cope, 1894 (Silva et al. 2012) e em Imparfinis mirini Haseman 1911
(Gouveia et al. 2012), além de trabalhos que realizam a identificagdo de cromossomos
sexuais, realizado por exemplo, em Hoplias malabaricus (Block, 1794), para comprovar a
homologia entre os cromossomos X ¢ Y (Cioffi e Bertollo 2010).

As espécies analisadas representam dois géneros diferentes de curimatideos,
Cyphocharax ¢ Steindachnerina, e a localizagio da RON durante a divisdo meidtica foi
similar nas cinco espécies analisadas. Isso demonstra que ndo ha interferéncia dos diferentes
taxons no comportamento da RON na meiose da familia Curimatidae, como sugerido por
Beguelini et al. (2011) em estudos com morcegos. Dessa forma, o comportamento da regido
organizadora de nucléolo nesse grupo de peixes demonstra que, o aparato proteico,
relacionado a atividade transcricional, sofre diferentes alteracdes, enquanto que as sequéncias

génicas nao sdo modificadas, permanecendo apenas inativas para a correta divisdo celular.
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Tabela 1 - Espécies, locais de coleta e bacias hidrograficas dos exemplares estudados.

Espécie N° de Local de coleta Bacia
individuos
Cyphocharax modestus 28 Ribeirdo Trés Bocas, Londrina, PR, Brasil Paranapanema
S 23°17°12.9” W 51°13°58.2”
Cyphocharax saladensis 63 Acgude da Estacdo Experimental Agrondmica da  Laguna dos Patos
UFRGS, Eldorado do Sul, RS, Brasil
S 30°05°33.7” W 51°40°40.0”
Cyphocharax spilotus 24 Arroio Capivara, Barra do Ribeiro, RS, Brasil Laguna dos Patos
S 30°17°34.0” W 51°19°21.2”
18 Gasometro, Porto Alegre, RS, Brasil
S 30°02°06.3” W 51°14°29.12”
Cyphocharax voga 84 Arroio Capivara, Barra do Ribeiro, RS, Brasil Laguna dos Patos
S 30°17°34.0” W 51°19°21.2”
138 Gasometro, Porto Alegre, RS, Brasil
S 30°02°06.3” W 51°14°29.12”
28 Lagoa dos Quadros — Barra do Jodo Pedro, Tramandai
Magquiné, RS, Brasil
S 29°46°21.2” W 50°05°08.0”
Steindachnerina insculpta 63 Ribeirao Trés Bocas, Londrina, PR, Brasil Paranapanema
S 23°17°12.9” W 51°13°58.2”
648 Rio Jacutinga, Londrina, PR, Brasil
S 23°23°6.6” W 51°04°35.8”
643 Rio Agua dos Patos, Iepé, SP, Brasil
S 23°12°23.3” W 50°56°49.1”
Total de individuos: 40

Figura 1 - Células meidticas apos impregna¢do com nitrato de prata de: (a) Cyphocharax
modestus; (b) C. saladensis; (c) C. spilotus. As setas indicam as RONs nos
estagios em metafases espermatogoniais € paquitenos. Em (a) e (c), os estagios de
paquitenos sdo representados por duas células, assim como em (c) para a interfase.
Note a auséncia de impregnagdo com a prata nos estagios de diploteno, diacinese,
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Figura 2 - Células meidticas apos impregnagdo com nitrato de prata de: (a) Cyphocharax
voga; (b) Steindachnerina insculpta. As setas indicam as RONs nos estagios de
paquiteno. Em (a), o estagio de paquiteno ¢ representado por trés células. Note a
auséncia de impregnacdo com a prata nos estdgios de diploteno, diacinese,
metafase [ e II. Barra=5 pm
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Figura 3 - Células meidticas submetidas ao FISH com sonda de DNAr 18S: (a) Cyphocharax
modestus; (b) C. saladensis; (¢) C. spilotus; (d) C. voga; (e) Steindachnerina
insculpta. As setas indicam as RONs. Note o sinal de hibridagdo em todos os
estdgios meiodticos. Em (d), o estidgio de paquiteno ¢ representado por duas
células, assim como em (e) para metafase II. Barra =5 pum
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Figura 4 - Células meioticas coradas com fluorocromo CMA; de: (a) Cyphocharax spilotus;
(b) C. voga. As setas indicam as RONs. Em (a) e (b), os estagios de paquitenos
sdo representados por duas células. Barra =5 pm
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Figura5- Células meiodticas coradas com fluorocromo CMA; de: (a) Cyphocharax
modestus; (b) C. saladensis; (c) Steindachnerina insculpta. As setas indicam as
RONSs. Em (¢), o estagio de paquiteno é representado por duas células. Barra = 5
pum
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5 CONSIDERACOES FINAIS

As andlises citogenéticas nos curimatideos deste estudo corroboram os
dados disponiveis na literatura, entretanto, divergéncias na microestrutura cariotipica puderam
levar a inferéncias sobre a evolugdo cromossdmica que vem ocorrendo neste grupo de peixes.

Diante disso, destacam-se as seguintes consideracoes:

1. Os dados cariotipicos de Cyphocharax modestus, C. saladensis, C. spilotus, C. voga,
Steindachnerina biornata e S. inculpta confirmaram o numero diploide igual 54
cromossomos, encontrado na maioria dos curimatideos estudados citogeneticamente, além da
ocorréncia de microcromossomos B, sendo esta uma importante caracteristica dos géneros

Cyphocharax e Steindachnerina.

2. RONs simples foram observadas em todas as espécies, exceto em Steindachnerina
biornata, mas divergéncias quanto ao par e ao brago cromossémico, demonstraram uma
variabilidade interpopulacional entre os curimatideos e mostraram que a evolugdo
cromossomica deste grupo foi acompanhada por rearranjos na microestrutura cariotipica. As
RONSs neste grupo de peixes podem ser consideradas importantes marcadores citogenéticos

espécie-especificos.

3. Uma excegdo quanto ao padrdo das RONs foi observada em Steindachnerina biornata que,
ap6s a FISH, revelou um pequeno par de cromossomos a mais com sitios de DNAr 18S,
indicando um padrao multiplo para esta espécie. Além disso, essa espécie apresentou o par da
RON com as duas regides terminais heterocromaticas CMA;" mais conspicuas, constituindo

um marcador espécie-espécifico.

4. Um heteromorfismo da RON foi observado em dois individuos de Cyphocharax voga, da
populacao de Lagoa dos Barros (RS) indicando, provavelmente, a ocorréncia de um crossing-
over desigual, onde o sitio pequeno pode ter se tornado inativo, ou devido ao seu tamanho,

nao foi detectado pelo nitrato de prata nem pelo fluorocromo CMA ;.

5. O padrao de distribui¢do da heterocromatina em todas as espécies foi semelhante,

apresentando-se em regides pericentroméricas e algumas terminais e, apds a coloragdo com
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fluorocromos, estas regides se mostraram CMAj ', ndo sendo possivel diferenciar as espécies

ou géneros analisados.

6. Os cromossomos B de Cyphocharax modestus, C. saladensis e Steindachnerina inculpta
apresentaram-se totalmente heterocromaticos, o que pode indicar a auséncia total de atividade
génica. Estes dados diferem de populacdes anteriormente estudadas, revelando uma
diversificacdo cromossomica, além de enfatizar que o B, nos curimatideos, provavelmente
teve sua origem independente nas espécies que o possuem, resultando em espécies proximas,

ou até¢ a mesma espécie, com diferengas cromossomicas entre elas.

7. Os dados citogenéticos deste estudo sdo os primeiros para as populagdes de curimatideos
das bacias do estado do Rio Grande do Sul, assim como para as espécies Cyphocharax

saladensis e Steindachnerina biornata.

8. As RONS em posi¢do terminal dos cromossomos nas metafases espermatogoniais € a
marcacdo Unica em todos os estagios meidticos analisados de cinco curimatideos
(Cyphocharax modestus, C. saladensis, C. spilotus, C. voga e S. inculpta) puderam confirmar

o padrao de RONs simples destas espécies.

9. Os resultados da impregnacao com nitrato de prata, da FISH e da coloragdo com CMAj; nas
células meidticas mostraram que, provavelmente, ocorre uma inativagdo da atividade
transcricional nas RONs apos o estdgio de paquiteno e, ao final da divisdo, ocorre uma
reativagdo desta atividade génica. A razdo desta inatividade da transcri¢do do DNAr pode ser
devida ao processo de desmontagem do nucléolo durante a divisdo meidtica, e que, antes do

término da meiose, o nucléolo é remontado, ativando seu aparato proteico.

10. O comportamento da RON nos curimatideos pdde demonstrar que, apesar do aparato
proteico relacionado a atividade transcricional sofrer diferentes alteracdes, as sequéncias
génicas nao sdo modificadas durante a meiose, permanecendo apenas inativas para uma

correta divisdo.
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