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RESUMO
S30 sintetizadas e brevemente comentadas metodol ogias bési cas de estudo
em citogenética de peixes, com vistas a introdugdo de estudos nessa area. Um
apanhado geral das principaisinformagdes disponivei s na citogenéti cadesse grupo,
assim como algumas perspectivas de estudos nesse campo, sao também discutidas.
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1. Introducéo

Os peixes representam o grupo mais diversificado e um dos mais
interessantes para estudos da variabilidade genética e de evolugdo entre os
vertebrados (Nelson, 1984).

Efetivamente, os primeiros trabal hos publicados sobre caridtipos de
peixes neotropicais devem ser creditados a Jim e Toledo (1975), em duas
espécies de Astyanax, Toledo e Ferrari (1976), em Pimelodidae, Michele et
al. (19773, 1977b), em Cichlidae e Loricariidae, respectivamente. Foi tam-
bém na década de 70 que comegaram a se formar os primeiros grupos de
pesquisa nessa area, hoje presentes em véarios estados brasileiros, algunsja
muito bem consolidados, ao lado de outros mais recentes e em fase de con-
solidacéao.

Segundo Oliveiraet a. (1996), até o presente sdo conhecidos os nu-
meros dipléides de 706 espécies, variando de 2n=20 para Pterolebias
longipinnis a 2n=134 para Corydoras aeneus. Cromossomos sexuais sao
verificados para 40 espécies e 29 possuem Cromossomaos SUpernuUMerarios,
o contetdo de DNA nuclear de 56 espécies varia de 1,04+0,09pg, em
Corydoras cf. simulatus (2n=62), a 8,75+1,50pg, em Corydoras metae
(2n=92). Considerando que a ictiofauna de agua doce do neotrépico pode
atingir até 5000 espécies, tem-se que o niimero de espéci es citogeneticamente
investigadas é bastante diminuto, frente a diversidade encontrada nesta re-
gido. No entanto, de umaforma bastante abrangente, aquase totalidade das
familias de peixes neotropicai s possuem espécies com algum tipo deinfor-
magdo acerca de seus cromossomos sendo, portanto, de grande relevancia
os dados obtidos até o presente, os quais contribuem para o conhecimento
dabiologia, sistematica e evolugao desse importante grupo de vertebrados.

O presente artigo apresenta metodologias basicas de estudos em
citogenéticade peixes, destacando tendéncias gerais daevol ucéo cariotipica
do grupo e algumas perspectivas relacionadas a essa area.

2. Metodologias basicas em citogenética de peixes

2.1. Coleta
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Os espécimes podem ser coletados diretamente na natureza ou pro-
venientes de estagdes de piscicultura. A coleta é sempre realizada com o
auxilio de material de pesca (redes, tarrafas, peneiras, etc), sendo essencial
o trabalho com espécimens vivos. Os animais sao transportados e acondici-
onados em sacos plasticos, com agua e oxigénio ou mesmo em caixas de
isopor, em condi¢des que possam garantir sua sobrevivéncia. No laborat6-
rio, os peixes sdo aclimatados em agquari os bem aerados onde permanecem
até sua utilizacso.

2. 2. Processamento

A exemplo do que ocorre em outros grupos de animais, diversas téc-
nicas tém sido utilizadas para o estudo de cromossomaos em peixes, algas
amplamente utilizadas, ao lado de outras mais restritas, por exigirem con-
digbes mais especiais para sua utilizacdo. Deter-nos-emos, aqui, na descri-
¢do de alguns métodos mais convencionais de estudo, que possibilitam ob-
ter os resultados necessérios paraumaandlise cromossdmicabéasicaeinici-
a nesse grupo.

2.2.1. Preparacfes cromossdmicas

Um dos procedimentos mais utilizados para a obtencéo de
Cromossomos mitéticos é o método convencional de “air-drying”, a partir
de uma suspensdo celular hipotonizada e fixada, adaptadainicialmente para
peixes por Bertollo et al. (1978). Acloplada a esse método pode-se também
adotar a estimulag@o de mitoses pela agdo de leveduras, com intuito de
aumentar o numero de células em divisdo, o que é uma condic¢do essencial
para os estudos cromossdmicos. Assim sendo, injeta-se subcutaneamente
uma solucgéo de fermento biol 6gico sacarosado (59 fermento: 3g, dextrose:
10 ml &gua), 1 ml para cada 100 g de peso do animal (LEE e ELDER,
1980). Apds 24 horas de agdo desse indutor mitdtico, injeta-se
intraperitonialmente uma solugdo de colchicina (0,025%), 1ml para cada
100 g de peso corporal, afim de se obter células mitéticas metafasicas.

Apds 50-60 minutos da aplicagdo da colchicina, 0s animais sdo
sacrificados removendo-se o0 rim, que nos pei xes é um 6rgao hematopoi ético
e naturalmente apresenta células em divisdo (MOREIRA-FILHO e
BERTOLLO, 1991a). Fragmentos desse 6rgao (cerca de 5mm?3) sao
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transferidos para uma cubeta de vidro contendo cerca delOml de solugéo
hipotonica (KCI 0,075M) e com o auxilio de duas pingas, fragmenta-se
bem o material, complementando-se esse processo por aspiracoes e
eliminagBes sucessivas do material em uma seringade vidro desprovida de
agulha, até que se obtenha uma suspensdo celular bem homogénea.

A hipotonizag&o celular éfeitapelaincubacdo do material em estufa
a37°C, por 20 minutos. Apos este tempo a suspensao é transferidaparaum
tubo de centrifugae centrifugadapor 10 minutosa 1000 rpm. O sobrenadante
€ descartado com uma pipeta de Pasteur, procedendo-se entdo afixacdo das
células.

Figura 1. Metéfase mitdtica de Astyanax cf. eigenmaniorum da Furna 1 do Parque
Estadual de VilaVelha (PR) obtida através de preparacéo direta de cromossomos a
partir de células de rim. Em (A) coloragdo convenciona dos cromossomos pelo
Giemsa. Em (B), amesmametéfase de (A) tratada seqiiencial mente para obtencédo
do padr&o de distribuicdo da heterocromatina constitutiva sobre 0S cromossomos.
Ambas estdo destacadas pelas cabegas de setas.
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A fixacdo é realizada acrescentando-se cerca de 10 ml de fixador
(metanol e &cido acético 3:1 recém-preparado) no tubo de centrifuga,
ressuspendendo-se 0 material com uma pipeta de Pasteur, seguindo-se nova
centrifugagdo por 10 minutos a 1000 rpm. Esse procedimento deve ser re-
petido por mais 1-2 vezes, com trocado fixador. Apds aultimacentrifugacéo
e descarte do fixador, adiciona-se 1,0 ml de fixador novo e o materia esta
pronto para ser analisado. As células podem ser gotejadas em uma lamina
bem limpa, aquecida ao redor de 40°C. A sobra do material pode ser guar-
dada em tubos tipo Eppendorf, em freezer, para posterior utilizaggo.

As laminas podem ser coradas em solugdo de Giemsa tamponada
(pH 6,8) a5%, durante 6-7 minutos, lavadas em agua corrente e secadas ao
ar. O exame pode ser realizado em microscopio 6tico de campo claro, em
aumento de 1000 vezes (Figura 1A).

2. 2. 2. Bandamentos cromossdmicos

Entre astécnicas utilizadas rotineiramente em citogenética de peixes
destacam-se o bandamento C (banda-CBG) e impregnacdo das regibes
organizadoras de nucléolos pelo nitrato de prata (Ag-RONS) uma vez que
bandamentos longitudinais, tipo bandamento G (banda-GTG), sdo menos
facilmente obtidos em cromossomos de peixes.

O bandamento C, para a coloracdo diferencia da heterocromatina
constitutiva, baseia-se na técnica de Sumner (1972). Hidrolisa-se previa-
mente 0 material em &cido cloridrico (HCl a0,2N) por 10 minutos, a 37°C.
Lava-se em &guadestilada e incuba-se aldminaem solucéo de hidréxido de
bario (Ba(OH), ) a 5%, recém preparada e filtrada, a42°C. Bons resultados
s8o obtidos com incubacéo feitaentre 1 e 2 minutos em laminas com 1 dia
de envelhecimento em temperatura ambiente, dependendo da fixac&o do
material. Apds lavagem répida daléminaem HCI 0,2 N e em &gua destila-
da, pararetirar o residuo de hidréxido de bario utilizado nadesnaturacdo do
DNA, incuba-se alamina em solucdo salina de citrato de sddio (2xSSC) a
60°C, durante 1 hora para melhor diferenciacdo das bandas. A seguir cora-
se em solugdo de Giemsa tamponada a 2% (pH 6,8) durante 15 minutos e
analisa-se ao microscopio de campo claro (Figura 1B e 2B).

A deteccdo das regides organizadoras de nucléolos pode ser obtida
pelatécnica de impregnacdo pelo nitrato de prata (Ag-RONS), descrita por
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Howell e Black (1980). Coloca-se sobre as preparacdes cromossomicas 1
gota (£150ml) de solugdo de gelatina (1%) e 2 gotas (+300ml) de solucéo
aquosa de nitrato de prata (50%). Mistura-se levemente com a ponta de
uma laminula, tomando cuidado para néo riscar o material. Cobre-se al&
minacom umalaminula (60x20mm) e mantém-se em estufaa 60°C, o tem-
PO NECEssario para que 0S Cromossomos e nlcleos assumam uma col oragao
amarelada e os nucléolos e as RONs uma coloragdo quase preta. Em geral,
esse tempo varia entre 3 a5 minutos. Remove-se entdo alaminulacom um
jato de agua destilada, lavando-se bem o material. Apds secagem ao ar,
pode-se examinar a preparagdo em microscopio de campo claro.

Opcionalmente, as |aminas podem ser também coradas com solugao
de Giemsa a 1%, por 1 minuto. (Figura 3).

Figura 2. Cari6tipos de Triportheus guentheri do rio S&o Francisco (MG). Em (A)
cari6tipo de um exemplar macho submetido acoloracéo convencional com Giemsa.
Em (B) caridtipo de fémea submetido ao bandamento C, com destaque paraa pre-
senga do primeiro par de cromossomos heteromorficos quanto & morfologia e
heterocromatina constitutiva, evidenciando um sistema de cromossomos sexuais
dotipo ZZ/Z\W.
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Figura 3. Metéfase mitética de Triportheus guentheri do rio S&o Francisco (MG)
submetida a coloragdo das regides organizadoras do nucléolo pelo nitrato de prata
(Ag-RONSs), destacadas pelas cabegas de setas.

2. 2. 3. A organizagdo do cari6tipo de peixes

Distintamente do que ocorre em varios outros grupos animais, nao
ha ainda um padréo pré-estabelecido para a ordenacéo dos pares
cromossdmicos no cari6tipo de peixes.

Em peixestem sido bastante utilizada a ordenagdo dos cromossomos
em ordem decrescente de tamanho (Figura 2). No entanto, 0s cromossomos
tém sido também agrupados por tipos morfol6gicos em classes distintas
(Figura4), sendo classificados pelarel agédo de bracos (RB), em metacéntricos
(RB=1,00 a 1,70), submetacéntricos (RB=1,71 a 3,00), subtelocéntricos
(RB=3,01 a7,00) e acrocéntricos (RB apartir de 7,01) (Levan et a., 1964).
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Figura4. Cari6tipo de Pogonopoma wertheimeri do rio Mucuri (BA), corado com
Giemsa, evidenciando 2n=54 cromossomos organizados em metacéntricos (M),
submetacéntricos (SM) e subtelo-acrocéntricos (ST/A).

3. Os estudos cromossdmicos em peixes neotropicais

A regido neotropical apresenta aictiofauna de &guadoce maisricae
diversade todo o mundo. As duas ordens mais representativas em nimero
de espéci es conhecidas nestaregiao sdo os Characiformes e os Siluriformes,
vulgarmente chamados de peixes de escamas e de couro, respectivamente.
Nos ultimos anos, a citogenética de peixes vem acumulando dados que
permitem estabel ecer tendéncias evol utivas entre as diferentes familias des-
tas ordens.

Os Characiformes, assim como os Siluriformes, mostram uma am-
pla variabilidade cariotipica. Dentre estes, observam-se grupos com
cari6tipos bastante heterogéneos, ao lado de outros bem mais conservados
na estrutura cariotipica.

Os Characiformes exibem umaamplavariagdo no nimero diploide.
Assim, observam-se casos como em Hemigrammus, com 2n =28 (SCHEEL,
1973) e em Potamorhina altamazonica, com 2n =102 (FELDBERG et dl.,
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1993). Aindaentre os Characiformes, de modo geral, existem dois padroes
de diversificagdo cromossdmica. No primeiro, grupos, familias como
Erythrinidae ou géneroscomo Astyanax mostram grande variabilidade quan-
to a0 nimero e estruturacromossdmicae, no segundo grupo, familiascomo
Anostomidae, Curimatidae, Prochilodontidae, Chilodontidae,
Hemiodontidae e Parodontidae mostram pequena variagdo numérica e es-
trutural no cariétipo (BERTOLLO et a., 1986; GALETTI JR. et d., 1994).
Defato, varios desses Ultimos grupos tém sido considerados monofil éticos
(VARI, 1983; MOREIRA-FILHO et a., 1985; VENERE e GALETTI JR.,,
1989; PORTO et a., 1993; GALETTI JR. et al., 1994).

Aindaentre os Characiformes, conhecem-se varios exempl os de ocor-
rénciade cromossomos supranumerarios, como em Apareiodon piracicabae
e Paraligosarcus pintoi (FALCAO et ., 1984), Prochilodus lineatus e P.
cearensis (PAULS e BERTOLLO, 1983, 1990), Leporinus friderici e
Prochilodus nigricans (VENERE, 1998), Curimata modesta (VENERE e
GALETTI JR., 1985; VENERE, 1991; MARTINS et al., 1996),
Steindarchnerina insculpta (OLIVEIRA e FORESTI, 1993), Schizodon
(PASTORI et d., 1997). Estes sdo cromossomos adicionai s aquel esdo com-
plemento cariotipico padrao e que, quase sempre, mostram-se
heterocrométicos. Podem representar eventos esporadicos ou mesmo uma
caracteristicacomum de determinadas popul agdes. NafamiliaCharacidae,
Astyanax scabripinnis se destaca como a espécie que tem sido atualmente
mais estudada quanto aos cromossomos supranumerarios, no que serefere
a sua distribuicdo, comportamento e origem (SALVADOR e MOREIRA
FILHO, 1992; MAISTRO et a., 1992; STANGE e ALMEIDA-TOLEDO,
1993; MESTRINER, 1997; VICENTE et a., 1996, entre outros).

Em Siluriformes, varios estudos citogenéticos vém sendo conduzi-
dos nas subordens Gymnotoidei e Siluroidei. Entre os Gymnotoidei, verifi-
ca-seumadiversidade cariotipicarel ativamente ampla, com diferencastan-
to na estrutura como no nimero cromossdmico. Esta diversidade pode ser
comprovada nos géneros Eigenmannia (ALMEIDA-TOLEDO, 1978;
ALMEIDA-TOLEDO et al., 1984) e Gymnotus (FORESTI et al., 1984). Na
subordem Siluroidei, a estrutura cariotipica parece ser mais conservada,
sendo que 2n=56+2 deve representar 0 nUmero cromossdmico basal (LE
GRANDE, 1981, entre outros). Contudo, mesmo neste Ultimo grupo exis-
tem exemplos de intensa diversificacdo cariotipica, como em Loricariidae
com numero cromossdmico dipl6ide variando de 2n=44 a 80 (ARTONI e
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BERTOLLO, 1999; ARTONI, 1996; ARTONI et al., 1998).

Entre os Siluriformes, o género Rhamdia (Pimelodidae) mostra a
ocorréncia de cromossomos supranumerarios em diferentes popul agdes
(HOCHBERG eERDTMANN, 1988; FENOCCHIO e BERTOLLO, 1990).
Em um outro Pimelodidae, Bergiaria westermanni (DIAS e FORESTI,
1993), essa ocorréncia também foi observada. Da mesma forma, na
subfamiliaLoricariinae podem ser encontrados exempl os de polimorfismos
devido a presenca de cromossomos supranumerarios (SCAVONE e JULIO
JR., 1995).

Outro aspecto de destague na estrutura cariotipica dos peixes diz
respeito a presenca de cromossomos sexuais. Os peixes, diferentemente
das aves e mamiferos, ndo apresentam cromossomos sexuai s nabase de sua
filogenia. Assim, esse caréter deve ter surgido de forma independente e
repetida na histéria evolutiva desse grupo, onde algumas espécies apresen-
tam cromossomos sexuais bem diferenciados, embora essa ocorréncia néo
seja frequente.

Sistemas de cromossomos sexuai s com heterogametiafeminina(ZZ/
ZW) sdo encontrados principalmente em algumas espécies dos géneros
Leporinus (GALETTI JR. etd., 1981; GALETTI JR. etd., 1995; MOLINA,
1995), Parodon (MOREIRA-FILHO et al., 1993), Loricariichthys
(SCAVONE e JULIO JR., 1995), Microlepidogaster (ANDREATA et al.,
1992, 1993), Hypostomus (ARTONI et al., 1998) e Triportheus (FALCAO
et al., 1984; ARTONI, 1999). Na maioria desses casos fica evidente que a
diferenciacdo dos cromossomos sexuais foi acompanhada por um processo
de heterocromatinizacdo e ateracdo de tamanho do cromossomo W. Entre-
tanto, em peixes neotropicais, as primeiras ocorréncias de cromossomos
sexuais foram verificadas nos géneros Hoplias, com sistemas de
cromossomos sexuais multiplos X X X X /X XY e XX/XY.Y,
(BERTOLLO et a., 1978) e em Eigenmannia, com sistema X X X X/
X XY (ALMEIDA-TOLEDO, 1978). Sistemas XX/XY foram descritos
em Pseudotocinclus tietensis (Loricariidae) e também no género Hoplias
(ANDREATTA et a., 1992; BORN e BERTOLLO, 2000), respectivamen-
te.

Um Uni co caso de cromossomos sexuai s multiplos, com heterogametia
feminina, (ZzZ/Z W \W,) foi relatado em Apareiodon affinis (MOREIRA-
FILHO et al., 1980).
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4. Perspectivas para a citogenética de peixes

A maior aplicabilidade da citogenética de peixes, sem dlvida algu-
ma, se refere aos estudos evolutivos. Como uma extensdo desses estudos,
encontramos na literatura inlmeras associagdes com a Taxonomia. A
citotaxonomia tem constituido um dos objetivos da citogenética de peixes
neotropicais, principalmente em grupos taxonomicamente problematicos
(BERTOLLOetd., 1986; MOREIRA-FILHO e BERTOLLO, 1991b, entre
outros), podendo ser considerada uma excelente ferramenta para ser utili-
zada em associacdo com dados de morfol ogia, biogeografia, comportamen-
to e genética molecular, para se chegar mais proximo a uma real histéria
evolutiva dos organismos.

Nas Ultimas décadas, acitogenéticateve um impulso significativo no
seu espectro de atuagdo. A utilizagdo de técnicas de manipulagdo do mate-
rial genético associadas a deteccdo de seqiiéncias especificas de DNA fez
nascer o que se conhece hoje por Citogenética Molecular. Especiamente
neste caso, o fator fundamental paraaexpansdo desses estudosfoi autiliza-
¢d0 de marcagdes ndo-radioativas do DNA, com o emprego de corantes
fluorescentes, detectadas por hibridaggo in situ (FISH).

Apesar dos peixes comegarem hoje a ser utilizados até mesmo como
model o de regul agéo da expressao génica durante o desenvol vimento, estu-
dos estes iniciados com a obtencdo de clones homozigotos dipléides em
zebrafish (Brachydanio rerio) (STREISINGER et al., 1981), asandlisesde
mapeamento génico, seqiienciamento de fragmentosde DNA e hibridizactes
em membrana e/ou in situ ndo sdo ainda frequientes nesse grupo. Aspectos
de genética molecular e imunocitogenética de peixes brasileiros foram re-
centemente abordados por Almeida-Toledo (1996).

Alguns estudos tém utilizado a identificacdo de DNA satélite em
andlises populacionais, assim como da propria organizacdo do DNA no
genoma de peixes (HAAF et a., 1993). Bertollo e Mestriner (1998) suge-
rem que umadas subfamilias de DNA satélite caracterizadas por Haaf et al.
(op. cit.) pode estar relacionada aos cromossomos sexuais dessa espécie,
umavez que o cromossomo portador desse tipo de DNA €, aparentemente,
0 mesmo cromossomo identificado como X,, em um sistema de
cromossomos sexuais multiplos do tipo X X XX,/ X X.Y. A locaizacd
do DNA satélite nos cromossomos de Astyanax scabripinnis tem também
fortalecido a proposta de que 0 cromossomo supranumerario mais presente
nessa espécie seja um isocromossomo (MESTRINER et a., in press).
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Em Sparus aurata (Sparidae) uma familia de DNA altamente
repetitivo, Eco RI, foi isolada por Garrido-Ramos et a. (1994) e localizada
em todos os cromossomos dessa e de outras espécies damesma familia. A
conservacao da sequénciarepetitivaentre diferentes espécies e asemel han-
ca de uma seqiiéncia menor (9pb) dessa famila Eco RI, com sequiéncias
centroméricas de outros vertebrados, como anfibios e mamiferos, sugere
que este DNA satélite seja um elemento estrutural e/ou funcional de
centrémero (GARRIDO-RAMOS et al., 1995).

Em piscicultura, a utilizagdo de marcadores cromossomicos tem se
mostrado deimportancianaidentificacéo de hibridosinterespecificoscomo
nos casos dos tambaquis (Piaractus mesopotamicus) e pacus (Colossoma
macropomum) (FORESTI et a., 1986; ALMEIDA-TOLEDO et d., 1987,
1993) e naverificagdo da ploidiaem polipl6ides induzidos artificia mente,
como na carpa Cyprinus carpio (GERVAI et al., 1981), na truta arco-iris
Salmo gairdneri (REFESTIE, 1981) e no ciclidae Rhodeus ocellatus
ocellatus (UENO e ARIMOTO, 1982), entre outros.

A Citogenéticatem se mostrado uma ciéncia dindmica que se adapta
as necessidades e as novas tecnologias, mantendo-se sempre como uma
area em destaque na Genética. Assim, especialmente em peixes, onde sdo
varios os problemas ja levantados, juntamente com outros que surgem a
todo momento, hamuito aser aindainvestigado no campo dos cromossomos.
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ABSTRACT

This work summarizes a basic methodology in fish cytogenetics, with the
aim of introducing fundamental studiesinthisarea. A general comment on available
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information is included, and some perspectives for studies in this field are also
discussed.

Key words: cytogenetics; fish; karyotypic evolution; perspectives
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