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SINOPSE

Sédo mostrados dados citogenéticos mitdticos e meidticos de S. aequifasciatus de
Manacapuru (AM) e S. discus de Novo Airdo (AM). Todos os individuos apresentaram
2n=60 cromossomos, sendo 46 M-SM + 14 microcromossomos para S. aequifasciatus e
50 M-SM + 10 ST-A para S. discus. Porém, alguns individuos de S. aequifasciatus
apresentaram constricdes secundarias que ndo se coravam com Giemsa, parecendo
haver uma variabilidade cariotipica. A heterocromatina constitutiva foi evidenciada como
grandes blocos na regido pericentromérica de quase todos os cromossomos das duas
espécies, mas somente S. aequifasciatus apresentou seis pares cromossdmicos
inteiramente heterocromaticos. Ambas as espécies mostraram RONs mudltiplas, sendo
qgue S. aequifasciatus apresentou quatro pares e S. discus dois pares de cromossomos
portadores de RON, entretanto sempre foram visualizadas uma ou duas marcacdes. Na
meiose, S. aequifasciatus apresentou uma cadeia cromossémica singular, a qual ndo foi

vista em S. discus.
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Resumo

Foram realizados estudos citogenéticos mitoticos e meiodticos das espécies:
Symphysodon aequifasciatus do rio Manacapuru- Manacapuru (AM) e Symphysodon
discus do rio Negro- Novo Airdo (AM). Todos os individuos apresentaram numero
diploide igual a 60 cromossomos e ndo foram verificados cromossomos heteromorficos
com caracteristicas indicativas de cromossomos sexuais nas espécies analisadas. Em
relacdo a féormula cromossdmica, S. aequifasciatus mostrou 46 M-SM + 14
microcromossomos e S. discus 50 M-SM + 10ST-A. Porém, alguns individuos de S.
aequifasciatus exibiram constricdes secundarias que ndo se coravam com Giemsa,
parecendo haver uma variabilidade cariotipica. Quanto a heterocromatina constitutiva,
ambas as espécies exibiram grandes blocos pericentroméricos em quase todos 0s
cromossomos do complemento, porém, somente S. aequifasciatus apresentou seis
pares cromossdmicos inteiramente heterocromaticos. Com relagdo as regides
organizadoras de nucléolo, ambas as espécies evidenciaram RON mudltiplas, contudo,
sitios ribossomais foram detectados nos pares cromossdémicos 4, 5, 11 e 21 em S.
aequifasciatus e nos pares 17 e 23 em S. discus, porém nunca mais que dois sitios
estiveram ativos.  Na meiose, a diferenga mais marcante encontrada entre as duas
espécies foi durante o dipléteno/diacinese, visto que S. aequifasciatus apresentou, além
de 20 bivalentes, uma cadeia envolvendo 20 cromossomos e S. discus apenas 30
bivalentes. Assim, 2n=60 cromossomos em ambas as espécies e a presenca de cadeia
cromossdmica na meiose de S. aequifasciatus podem ser explicados por uma origem
polipléide para as duas espécies do género Symphysodon, uma vez que o ndmero
ancestral para a familia Cichlidae é 2n=48 cromossomos, a maioria do tipo acrocéntrico.
A cadeia cromossdmica, encontrada apenas em S. aequifasciatus, pode indicar que esta
se encontra em um periodo transiente, enquanto S. discus ja teria terminado a sua

diploidizac&o, provavelmente por ser mais antiga que a primeira.



Abstract

Meiotic and mitotic cytogenetics studies were carried out on species:
Symphysodon aequifasciatus collected from the Manacapuru River- Manacapuru (AM)
and Symphysodon discus from the Negro River- Novo Airdo (AM). All individuals showed
a modal number of 2n=60 chromosomes and there was no sex chromosomal
heteromorphism in these species. Regarding the chromosomal formulae, S.
aequifasciatus showed 46 M-SM + 14 microchromosomes and S. discus 50 M-SM +
10ST-A. However, some S. aequifasciatus individuals showed a Giemsa non-stained
secondary constriction, looking like a chromosomal polymorphism. The constitutive
heterochromatin was seen as large pericentromeric blocks on most chromosomes, of
both species, however only S. aequifasciatus showed six wholly heterochromatic pairs.
Multiple nucleolus organizing regions were identified in both species, S. aequifasciatus
presented ribosomal sites on chromosomal pairs 4, 5, 11 and 21, and S. discus on the
pairs 17 and 23, but never more than two sites showed to be active. In the meiosis, the
greater difference observed between the two species was during diplotene/diacinesis,
because S. aequifasciatus showed a chromosomal chain with 20 elements and 20
bivalents, while S. discus presented only 30 bivalents. Thus, 2n=60 chromosomes, in
both species, and a meiotic chromosomal chain, in S. aequifasciatus, can be accounted
for the Symphysodon polyploidy origin, since the ancestral number to the Ciclhidae
family is 2n=48 chromosomes, most of them of the acrocentric type. Moreover, the S.
aequifasciatus chromosomal chain points that this species is probably found in a
transience period, while S. discus finished its diploidization process, on account of it

being the older species.
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| - INTRODUCAO
I.1 - Consideragfes gerais

A regido Neotropical, regido biogeografica que se estende do sul do México ao
extremo sul da América do Sul, abriga uma das ictiofaunas de agua doce mais
diversificadas do mundo (Lowe-McConnel, 1999) e, muitos estudos citogenéticos vém
sendo desenvolvidos nesta regido visando auxiliar na compreensao desta diversidade.

A citogenética surgiu a partir da juncdo da citologia e da genética, no inicio do
século XX, e atualmente compreende todo e qualquer estudo relativo ao cromossomo,
isolado ou em conjunto, condensado ou distendido, tanto no que diz respeito a sua
morfologia, organizacdo, funcao e replicacdo, quanto a sua variagdo e evolucao (Guerra,
1988; Almeida-Toledo, 1998; Oliveira et al., 2002). Duas vertentes sdo comumente
associadas ao estudo citogenético de peixes neotropicais: a citotaxonomia e a
citossistematica.

A citotaxonomia pode ser definida como a nomeacdo e designacado de
organismos a taxons, utilizando a citogenética como ferramenta, enquanto a
citossistematica é o estudo das relacdes histéricas evolutivas entre organismos, com
base em suas similaridades e diferencas cromossémicas. Ambas as vertentes tiveram
seu inicio a partir da segunda metade do século XX, quando foi verificado que
caracteristicas cromossdmicas podiam individualizar algumas espécies animais. Tais
estudos tém se mostrado importantes no caso dos peixes, complementando os estudos
de identificacdo taxonémica classica, a distribuicdo geogréfica e de relagdo evolutiva
entre grupos naturais, uma vez que muitos peixes possuem uma diferenciacdo
cariotipica nao refletida morfologicamente (Brown & Bertke, 1969; Ojima et al., 1976;
Futuyma, 1997; Almeida-Toledo, 1998; Oliveira et al., 2002).

Vérios autores, estudando cromossomos mitéticos de peixes neotropicais, tém

detectado citétipos, ou tipos cariotipicos, diferentes, em uma mesma espécie e tém
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sugerido que cada citétipo pode representar uma espécie distinta (Moreira-Filho &
Bertollo,1991; Nakayama et al., 2001).

Na citogenética, além dos cromossomos mitdticos, 0 comportamento
cromossdmico meidtico também pode ser analisado. A meiose é um tipo especial de
divisdo celular que ocorre praticamente da mesma maneira em todos 0s eucariotos.
Este processo é essencial para a reproducdo sexuada, uma vez que produz gametas
hapléides, a partir de células parentais dipléides, garantindo que o numero de
cromossomos permaneca igual ao dos genitores apds a fecundacéo, além de permitir a
recombinacdo dos genes. Para isso, duas divisbes sdo necessérias: na primeira diviséo,
o complemento cromossdmico, ja replicado, é compactado e 0s c€romossomos
homélogos movem-se para os pélos celulares opostos de forma aleat6ria, enquanto que
na segunda divisdo, sem haver nova replicacdo, as cromatides irmas separam-se
aleatoriamente, resultando os gametas haploides (Moens, 1987; John, 1990; Kleckner,
1996; Roeder, 1997).

Estudos meidticos foram empregados na citogenética de peixes neotropicais até
o inicio da década de 80, mas eram utilizados principalmente para confirmar o niimero
dipléide encontrado na espécie, por meio da andlise de metafases | e Il, nas quais se
esperava encontrar na metafase | o nimero hapldide de bivalentes cromossémicos e na
metafase I o nimero hapldide de cromossomos da referida espécie. Entretanto,
informacBes citogenéticas complementares, principalmente relacionadas a sistema
cromossdmico de determinacdo sexual, cromossomos supranumerarios e rearranjos
cromossOmicos foram sendo obtidas através da andlise de células meidticas. Como
exemplos, podem ser mencionados os estudos meidticos realizados em duas espécies
de peixes do género Hoplias (Characiformes) por Bertollo (1978) e Bertollo et al. (1978).
Em Hoplias lacerdae, Bertollo et al. (1978) verificaram a ocorréncia de uma meiose

tipica e regular, que confirmava o nimero cromossdmico da espécie. Porém, em Hoplias
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malabaricus provenientes da Represa do Lobo (SP), Bertollo (1978) detectou que a
diferenca do nuamero dipléide entre machos e fémeas era devido a ocorréncia de um
sistema cromossdmico de determinacdo sexual multiplo nesta espécie.

Adicionalmente, Pauls (1981) estudando cromossomos supranumerarios em
Prochilodus scrofa (Characiformes) observou, que estes cromossomos comportavam-se
como univalentes na meiose |, podendo associar-se a outros cromossomos em alguns
casos. Feldberg & Bertollo (1984) encontraram células soméaticas de Gymnogeophagus
balzanii (Perciformes) com 2n=48 cromossomos, mas espermatocitos com um numero
hapléide variando de 24 a 26 cromossomos, sendo esta discordancia creditada a
presenca de cromossomos supranumerarios restritos as células germinativas.

Contudo, devido a maior complexidade de andlise, decorrente do tamanho
reduzido dos cromossomos, 0s estudos meiodticos passaram a ser utilizados somente na
elucidacao de problemas especificos e se tornaram escassos nas analises citogenéticas
gerais de peixes. Vinte anos depois dos primeiros estudos meiéticos realizados em
trairas, Bertollo & Mestriner (1998) voltaram a analisar a meiose e 0 complexo
sinaptonémico de Hoplias malabaricus, que apresentava um sistema sexual mdltiplo
(2n=36+X X1 XoX, em fémeas e 2n=36+X;X,Y em machos), para compreender o
comportamento cromossémico. Por meio destas analises, confirmou-se que nos machos
0s autossomos emparelhavam-se perfeitamente e que 0S Cromossomos sexuais
formavam um trivalente na meiose | e tinham uma segregacéo regular na anafase | e
anéafase Il.

O comportamento de cromossomos supranumerarios na meiose também voltou a
ser estudado em meados da década de 90. Dias (1995) analisando Prochilodus lineatus
e Astyanax scabripinnis (ambos Characiformes), constatou que o (nico cromossomo
supranumerario de Astyanax scabripinnis comportava-se como um univalente na

meiose, enquanto 0s supranumerarios (zero a sete cromossomos) de Prochilodus
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lineatus associavam-se como bivalentes, trivalentes e tetravalentes, evidenciando uma
possivel homologia entre eles. J4, Portela-Castro et al. (2001) encontraram de um a dois
cromossomos B, também conhecidos como supranumerarios, em células somaticas de
machos de Moenkhausia sanctaefilomenae (Characidae), porém nunca em fémeas, e ao
analisar o complexo sinaptonémico, verificaram que durante a profase | os
Cromossomos supranumerarios apresentavam-se, nha maioria das vezes, como
pequenos bivalentes, o que poderia estar favorecendo a sua transmissdo e manutencao
durante a evolu¢do cromossdmica da espécie.

No inicio do século XXI, estudos meidticos comegaram a ser aplicados como
ferramenta na piscicultura neotropical. Santos et al. (2002) utilizaram o complexo
sinaptonémico para demonstrar que o peixe tambacu, hibrido artificial de pacu
(Piaractus mesopotamicus) com tambaqui (Colossoma macropomum) (Characiformes),
possui uma meiose atipica, garantindo que a producdo artificial destes hibridos ndo
ocasionaria um processo de introgressdao em relacdo as espécies parentais, ndo
havendo assim o risco de extin¢cdo dessas espécies.

De um modo geral, a citogenética de peixes, além de ser a base para varios
estudos genéticos, pode ser usada em varios outros estudos, dentre eles a detec¢éo
dos efeitos de mutdgenos ambientais e a analise da variabilidade genética em
populacdes. Porém, sua maior aplicabilidade, sem divida alguma, refere-se aos estudos
evolutivos e filogenéticos, nos quais é considerada uma excelente ferramenta para ser
utiizada em associagdo com dados de morfologia, biogeografia, comportamento e
genética molecular, para se chegar mais préximo de uma real histéria evolutiva, com a
vantagem das técnicas serem muito mais econémicas (Almeida-Toledo, 1998; Artoni et

al., 2000; Santos et al., 2002; Feldberg et al., 2003; Ferraro et al., 2004).



.2 — Acara-disco

[.2.1 Aspectos gerais

A bacia Amazobnica é formada pelo rio Amazonas e um incontavel nimero de
outros rios e pequenos igarapés, formando uma rede de cursos d'agua representada por
aguas claras, pretas e brancas, tornando-a a maior bacia hidrografica do mundo, com
cerca de sete milhdes de quildmetros quadrados (Sioli, 1990; Lowe-McConnel, 1999;
Santos & Ferreira, 1999).

Este complexo sistema aquético favoreceu a especiagéo e forneceu as condictes
ideais para o desenvolvimento de uma das maiores ictiofaunas continentais, sendo
estimada a presenca de aproximadamente 3.000 espécies de peixes na bacia
Amazénica (Santos & Ferreira, 1999). Deste total, cerca de 200 espécies sao
comercializadas como peixes ornamentais (IBAMA, portaria 62/1992), estando o acara-
disco (Symphysodon spp.) como um dos peixes de maior destaque (Chao, 1993; 2001).

O género Symphysodon Heckel, 1840, conhecido como acara-disco, ou apenas
disco, é endémico da bacia Amazodnica, pertence a ordem Perciformes, familia
Cichlidae, tribo Heroini. Esta tribo, além de Symphysodon, compreende os géneros
Hoplarchus, Caquetaia, Cichlasoma, Hypselecara, Heroina, Heros, Uaru, Mesonauta e
Pterophyllum (Kullander, 1998). Segundo dados moleculares e morfolégicos, os géneros
Heros, Uaru, Mesonauta, Symphysodon e Pterophyllum estéo intimamente relacionados
(Kullander, 1998; Farias et al., 2000) (Figura 1).

Além das caracteristicas morfoldégicas peculiares dos ciclideos, que sédo a
presenca de apenas um orificio nasal de cada lado do focinho, boca protatil, labios
grossos, raios anteriores das nadadeiras dorsal e anal e os primeiros raios da ventral
transformados em espinhos e linha lateral interrompida, os acaras-disco possuem o
corpo comprimido lateralmente, em forma discoidal e um padrdo de barras verticais

(Silva & Kotlar, 1980; Axelrod, 1995; Ferreira et al., 1998).



Os discos apresentam em média, na idade adulta, 20 cm de comprimento e nao
possuem dimorfismo sexual evidente externamente. S&o onivoros, consumindo
preferencialmente algas filamentosas, camardes e larvas de insetos. Sua maturacéo
sexual ocorre entre um e dois anos de vida, dependendo do estado nutricional, e
despendem grande cuidado parental com a prole. Habitam preferencialmente pequenos
lagos e igarapés de aguas calmas, claras ou escuras, repletos de galhos, troncos e

raizes submersas (Silva & Kotlar, 1980; Axelrod, 1995; Ferreira et al., 1998).
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O género Symphysodon compreende duas espécies: S. aequifasciatus
Pellegrin,1904 e S. discus Heckel, 1840 (Kullander, 1996; 2003). Porém, alguns autores
defendem a existéncia de subespécies, sendo trés incluidas em S. aequifasciatus e
duas em S. discus (Silva & Kotlar, 1980).

De um modo geral, a principal distincdo entre as duas espécies baseia-se no
padrédo de barras verticais, enquanto as subespécies sao caracterizadas por detalhes na
coloracdo em vida, presenca de listras pelo corpo e distribuicdo geogréfica (Figura 2).
Em S. aequifasciatus, as barras na regido dos olhos e na base da nadadeira caudal s&o
mais evidentes que as outras, apesar de apresentarem a mesma largura e a mesma
coloracdo (Kullander, 1996). As trés subespécies sao caracterizadas da seguinte forma:
S. aequifasciatus aequifasciatus (disco verde) apresenta coloracdo principal marrom
avermelhado escuro, com listras claras e escuras atravessando longitudinalmente o
corpo; S. aequifasciatus haraldi (disco azul) tem quase todo o corpo coberto por
pequenas linhas onduladas azuis e S. aequifasciatus axelrodi (disco marrom) possui
coloragdo marrom e nove barras verticais evidentes no corpo (Silva & Kotlar, 1980).

Symphysodon discus apresenta trés barras verticais mais evidentes: na regiao
dos olhos, na regido mediana do corpo e na base da nadadeira caudal. Além disso,
apresenta variacdo maior no numero de escamas longitudinais, nimero menor de raios
na nadadeira dorsal e nimero menor de vértebras abdominais (Kullander, 1996). As
subespécies S. discus discus e S. discus willischwartzi, segundo Kullander (1996), nao
apresentam caracteristicas que apoiem a sua distingdo. Entretanto, Silva & Kotlar (1980)
acreditam que somente S. discus discus tenha coloragcdo principal vermelha e listras
azuis onduladas irregularmente alternadas na horizontal.

Segundo Kullander (1996), S. discus e S. aequifasciatus nunca foram
encontradas em simpatria, sendo S. aequifasciatus encontrado no rio Amazonas, rio

SolimBes e do baixo rio Putumayo-ica até Belém e S. discus restrito ao rio Negro, rio
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Abacaxis e baixo rio Trombetas. De acordo com Jansen Zuanon (comunicacéo pessoal,
2005) no baixo Trombetas sdo encontrados tanto S. aequifasciatus quanto S. discus.
Segundo Axelrod (1978), as duas espécies podem se intercruzar em cativeiro

Axelrod (1978) acredita que os intercruzamentos entre as subespécies de
Symphysodon permitem uma grande variedade de tonalidades e cores, enquanto que
Goldstein (1973) e Kullander (1996) defendem a idéia de que as diferentes coloragfes
sdo determinadas por influéncia do ambiente ou de horménios, estando estas cores
correlacionadas a adaptacdo do animal aos tipos especificos de 4gua e habitat, ndo

justificando uma separacao em subespécies.
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[.2.2 Aspectos citogenéticos dos acaras-disco

Desde 1979, a quantidade de espécies de ciclideos que tem seu nimero dipldide
determinado vem aumentando, passando de cerca de 60 espécies para 135 em 2003,
sendo 106 espécies do Novo Mundo (Feldberg et al.,2003). Mas este nimero ainda é
muito pequeno, considerando-se que aproximadamente 1450 espécies desta familia sdo
conhecidas (Kullander, 2003).

Apesar do nimero dipléide na familia Cichlidae variar de 32 a 60 cromossomos,
sua evolucédo cariotipica € mais conservada do que divergente, uma vez que mais de
60% das espécies apresentam 2n=48, com a maioria dos cromossomos acrocéntricos
(Thompson, 1979; Kornfield, 1984; Feldberg et al., 2003).

O numero dipldide igual a 48 cromossomos acrocéntricos é considerado como
ancestral para a familia Cichlidae e também para a ordem Perciformes (Brum & Galetti,
1997). Além disso, as regides organizadoras de nucléolo presentes no maior par
cromossdmico e heterocromatina constitutiva evidenciada na regido pericentromérica de
todos 0s cromossomos sdo consideradas caracteristicas ancestrais para os ciclideos
(Feldberg & Bertollo, 1985; Feldberg et al., 2003).

O género Symphysodon é considerado, com base em dados morfolégicos e
moleculares, um dos mais derivados dentro da familia Cichlidae (Kullander, 1998; Farias
et al.,, 2001). Citogeneticamente, também ha evidéncias de que as espécies deste
género possuem o cariftipo mais derivado dentre os ciclideos ja analisados, por
apresentarem um numero dipléide alto (2n=60 cromossomos) e a maioria dos
cromossomos do tipo meta-submetacéntricos. Além disso, verifica-se uma grande
variabilidade cariotipica inter e intra populacional quanto a morfologia cromossémica
(Tabela 1). Porém, marcadores citogenéticos que permitam diferenciar as duas espécies

ainda nao foram descritos.
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Os mecanismos evolutivos envolvidos no processo de especiacdo deste género
também nédo foram esclarecidos. Mesquita (2002) sugere que o nimero dipléide igual a
60 cromossomos originou-se a partir de um cariotipo ancestral com 2n=48
cromossomaos, por meio de uma sucessdo de rearranjos ao longo do tempo, como
inversdes pericéntricas, seguidas de fissdes e novas inversfes pericéntricas, 0s quais
poderiam ter originado os cromossomos do tipo M-SM encontrados em Symphysodon.
Porém, Thompson (1976) ja havia proposto que este cari6tipo havia sido originado a
partir de uma poliploidizagdo de um cariétipo ancestral com 48 cromossomos, ocorrendo
em seguida reducdo no nimero cromossdmico por meio de fusdes e dele¢bes.

A andlise de cromossomos meibticos, que ainda nao foi realizada para o género,
pode ser importante para esclarecer os tipos de rearranjos cromossémicos que vém
ocorrendo na diversificacdo cariotipica de S. aequifasciatus e S. discus.

Deste modo, estudos citogenéticos mais pormenorizados (analise de
cromossomos meidticos e andlises de cromossomos mitoticos submetidos as técnicas
de coloracbes sequenciais) foram propostos no presente trabalho para uma melhor

compreensdo da diversidade e de possiveis eventos relacionados a especiacgéo,

particularmente no que se refere a S. aequifasciatus e S. discus.
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Tabela 1 — Férmulas cariotipicas no género Symphysodon (2n=60)

Caracteristicas cariotipicas encontradas para S. aequifasciatus e S. discus, sendo: M-SM =
meta-submetacéntrico; ST-A = subtelo-acrocéntrico; mi = microcromossomos; (*) indica que
0 primeiro cromosssomo do complemento € significativamente maior que seu homaélogo; (**)
indica que um cromossomo néo tem homaélogo

Espécie

Férmula cromossémica

Procedéncia

Referéncia

n unu no n non

S

. aequifasciatus
. aequifasciatus
. aequifasciatus
. aequifasciatus
. aequifasciatus

. aequifasciatus

. aequifasciatus

. aequifasciatus
S.

aequifasciatus

S.aequifasciatus

S.
S.
S.
S.
S.
S.

discus
discus
discus
discus
discus

discus

44 M-SM +16 ST-A

58 M-SM + 2 ST-A

42 M-SM + 18 mi

38 M-SM* + 4 ST-A + 18 mi
52 M-SM + 4 ST-A + 4 mi
48 M-SM + 8 ST-A + 4 mi

50 M-SM* + 6 ST-A + 4 mi

49 M-SM** + 7 ST-A** + 4 mi
50 M-SM + 6 ST-A + 4 mi

56 M-SM + 4 ST-A

42 M-SM + 18 mi

46 M-SM + 14 mi

50 M-SM + 10 ST-A

54 M-SM + 6 ST-A

50 M-SM + 6 ST-A + 4 mi

56 M-SM + 4 ST-A

Nao mencionada
Aquarista

Aquarista

Aquarista

Rio Manacapuru - AM
Rio Tefé - AM

Rio Tefé - AM

Rio Tefé - AM

Rio Tefé - AM
Igarapé Croata - PA
Aquarista

Aquarista

Igarapé Boi-Boi - AM
Igarapé Boi-Boi - AM
Rio Madeira - AM
Rio Madeira - AM

Ohno & Atkin (1966)
Thompson (1979)

Salgado et al. (1996b)
Salgado et al. (1996b)
Mesquita (2002)

Mesquita (2002);
Rocha-Oliveira et al. (2004)
Mesquita (2002);
Rocha-Oliveira et al. (2004)
Rocha-Oliveira et al. (2004)
Rocha-Oliveira et al (2004)
Nascimento (2005)
Salgado et al. (1996a)
Salgado et al. (1996a)
Mesquita (2002)

Mesquita (2002)
Rocha-Oliveira et al. (2004)
Rocha-Oliveira et al. (2004)
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I.4 — Objetivos

1.4.1 Gerais

Analisar 0s cromossomos mitéticos e compreender o comportamento
cromossdmico meibdtico de Symphysodon aequifasciatus e Symphysodon discus,
procurando detectar marcadores citogenéticos espécie/especificos e inferir sobre

possiveis processos de evolugao cariotipica ocorridos nessas espécies.

1.4.2 Especificos

a) Determinar o cariétipo das espécies S. aequifasciatus e S. discus provenientes
dos arredores de Manacapuru (AM) e Novo Airdo (AM), respectivamente.

b) Caracterizar o comportamento dos cromossomos dessas duas espécies na
meiose;

c) Estabelecer o padréo de distribuicdo da heterocromatina constitutiva (banda C)
e das regides organizadoras de nucléolo (RONs) nos cromossomos mitéticos e
meioticos, os quais serdo utilizados como parametros adicionais na caracterizacdo
dessas espécies;

d) Verificar se a variabilidade cariotipica esta relacionada com distintos padrdes

de coloracao dos acaras-disco da populacdo de Manacapuru;
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Il - MATERIAL E METODOS

II.1 — Obtencéo de exemplares para estudo

Foram estudados, citogeneticamente, 22 exemplares de Symphysodon
aequifasciatus (Figura 3a,b,c), sendo 10 machos e 12 fémeas e 18 de Symphysodon
discus (Figura 3d), sendo 10 machos e oito fémeas, provenientes do rio Manacapuru-
Manacapuru- AM (3°17°59”S, 60°44’39°0) e rio Negro- Novo Airdo- AM (2°37°17’S
60°56°39”0), respectivamente (Figura 4).

Os peixes foram coletados com a devida permissdo do IBAMA (autorizacdo n°.
011/2005, BSB 02 de fevereiro de 2005), utilizando como apetrechos de pesca redinhas
e pucas. Para tanto, galhadas foram montadas nos rios e ficaram submersas por uma
semana, para que 0s peixes as colonizassem. Apds este prazo, estas foram cercadas
com redinha, os galhos foram retirados da agua e efetuou-se o arrasto da rede, evitando
que os peixes escapassem. Os peixes foram acondicionados em sacos plasticos
contendo 4gua e oxigénio, e foram transportados para o Laboratério de Genética de
Peixes — CPBA — INPA (AM), onde foram mantidos em aquarios até serem processados
para a obtencdo das preparacdes cromossémicas. Os individuos de S. aequifasciatus
foram cuidadosamente separados pela sua coloracdo em amarelados com nove listras
verticais bem evidentes (Figura 3a); amarelados com listras verticais menos evidentes,
com presenca de listras horizontais azuis ao longo do corpo e nadadeiras pélvicas, anal
e dorsal avermelhadas (Figura 3b); coloracdo mais escura e com listras/ manchas azuis
pelo corpo (Figura 3c). Os exemplares de S. discus apresentaram um Unico padréao de
colorido: barras verticais evidentes na regido dos olhos, regido mediana do corpo e base
da nadadeira caudal, com listras horizontais azuis (Figura 3d). Todos os individuos
foram fotografados, identificados, fixados e depositados na Cole¢éo Ictiolégica do

Laboratdrio de Citogenética — INPA, com testemunhos na Colecdo de Peixes do INPA
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(tombos INPA 25497 e INPA 25498). O material obtido foi analisado no Laboratério de
Genética de Peixes do INPA (AM) e no Laboratério de Citogenética, da UNESP-Rio

Claro (SP).
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Figura 3 — Exemplares de Symphysodon spp.
a) S. aequifasciatus amarelado, com nove listras verticais bem evidentes; b) S.
aequifasciatus amarelado, com listras verticais menos evidentes, presenca de
listras horizontais azuis ao longo do corpo e nadadeiras avermelhadas; c) S.
aequifasciatus com coloracdo mais escura e listras/ manchas azuis pelo corpo;
d) S. discus com trés barras verticais evidentes (Barra= 5¢cm).
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Figura 4 - Mapa dos locais de coleta
a) Mapa da América do Sul evidenciando o Brasil, estando em
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Symphysodon aequifasciatus (rio Manacapuru — Manacapuru
- AM) e Symphysodon discus (rio Negro - Novo Airdo-AM)
(Fonte: Laboratério de Citogenética de Peixes — INPA)
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II.2 — Métodos citogenéticos

I1.2.1 Induc&o de mitoses

Para se obter um maior nimero de células em metéafase, foi utilizada a técnica
para inducdo de mitoses, descrita por Oliveira (1987), a qual emprega injecdo de
solucao de fermento bioldgico nos espécimes.

A solucdo de fermento biolégico foi preparada com uso de 0,3g de fermento
biolégico comercial, 0,3g de acucar e 10ml de agua destilada, tendo sido mantida em
estufa (46°C) por um periodo de 15-20 minutos, e posteriormente injetada
intraperitonialmente na regido dorso-lateral do peixe, na propor¢cdo de 1ml para cada
100g de peso do animal.

Os peixes submetidos ao tratamento com solucdo de fermento biolégico foram

colocados em aquarios bem aerados por 24 horas.

I1.2.2 Obtencdo de cromossomos mitéticos

Para a obtencéo das preparacfes cromossOmicas mitéticas, foi utilizada a porcéo
anterior e/ou posterior do rim, que é o 6rgdo hematopoiético dos peixes, segundo a técnica
de “air drying” descrita por Bertollo et al. (1978), com algumas modificacdes.

Os acaras-disco foram anestesiados em agua contendo gelo, sendo sacrificados
em seguida. O rim foi retirado e lavado em pequenos recipientes de vidro contendo
solucéo hipotdnica de KCl a 0,075M, sendo transferido imediatamente para outro recipiente
de vidro com cerca de 10ml da solucdo hipotbnica, onde foi dissociado com pingas de
disseccéo e seringa desprovida de agulha, que serviu para aspirar e expirar suavemente a
suspensdo para melhor separacdo dos blocos celulares. Uma solugcdo aquosa de
colchicina a 0,0125% foi adicionada in vitro, na proporcao de 0,5ml para 15ml de KCI. A
suspensao celular obtida foi mantida em estufa a 37°C por 30 minutos. Apds este tempo, o

material foi ressuspendido cuidadosamente com o auxilio de uma seringa sem agulha e
19



transferido para um tubo de centrifuga, utilizando-se uma pipeta Pasteur. O fixador Carnoy
foi preparado na propor¢cdo 3:1 (metanol: &cido acético) e 0,3ml foram adicionados a
suspensdo celular, que foi centrifugada durante 10 minutos a 900 rpm, sendo
posteriormente descartado o sobrenadante. Novamente o material foi ressuspendido com
o auxilio de uma pipeta Pasteur, 8ml de fixador Carnoy foram adicionados e a suspensao
foi novamente centrifugada durante 10 minutos a 900 rpm, sendo este procedimento
repetido por mais duas vezes. Apés a Ultima centrifugacdo e a eliminacdo do
sobrenadante, 1,5ml de fixador foram adicionados e o material ressuspendido com
cuidado. Essa suspenséao celular foi entdo estocada em tubo “eppendorf” e mantida em

freezer para posterior utilizacéo.

I1.2.3 Preparacédo das laminas de cromossomos mitdticos

Para a preparacdo das laminas de cromossomos mitdticos, as mesmas foram
lavadas, secas ao ar e posteriormente imersas em agua destilada a 50°C, em banho-
maria. ApGs cinco minutos, as laminas foram retiradas da agua de forma a manter uma
pelicula de agua sobre a sua superficie, na qual foi gotejada a suspensao celular em
diferentes regifes. As laminas foram secas diretamente ao ar, coradas com Giemsa 5%
diluido em tampéo fosfato 0,06M e pH 6,8 por 10 minutos, lavadas em agua destilada,

secas ao ar e analisadas ao microscopio Optico.

[1.2.4 Obtencdo de cromossomos mei6ticos de machos

Para a obtencdo das preparacdes cromossdmicas meiéticas foram utilizadas
gbnadas masculinas, empregando-se a técnica descrita por Kligerman & Bloom (1977)
adaptada para peixes por Bertollo et al. (1978), com algumas modificacdes.

Para caracterizacdo das diferentes fases meioticas, as gbnadas ndo foram
tratadas com solucdo de colchicina. Apés o sacrificio do peixe, os testiculos foram
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seccionados em fragmentos bem pequenos e colocados em solugéo hipotbnica de KCl a
0,075M por 30 minutos. Logo apds, o material foi transferido para uma cubeta contendo
fixador Carnoy (3 partes de metanol: 1 parte de acido acético) recém-preparado, por 20
minutos. Apds este periodo o fixador foi descartado, sendo este processo de fixacdo
repetido por mais duas vezes. Em seguida, o material foi guardado em refrigerador a
4°C, em tubos tipo “eppendorf’, com fixador Carnoy para ser processado
posteriormente, ou entdo fragmentos foram retirados do fixador e secos em papel de
filtro para a continuacdo da técnica. Apdés o fragmento gonadal estar seco, este foi
colocado sobre uma lamina limpa e macerado em 1ml de acido acético 50%, com o
auxilio de um bastédo de vidro. A lamina foi seca em uma placa aquecedora a 40°C,
posteriormente corada com Giemsa 5% em tampao fosfato 0,06M e pH 6,8 por 10

minutos, em seguida lavada em agua de torneira e seca diretamente ao ar.

[1.2.5 Deteccdo das regides organizadoras de nucléolos nos cromossomos
mitdticos e meidticos

Para a caracterizacdo das regides organizadoras de nucléolos (RON), foi
utilizada a técnica descrita por Howell & Black (1980), que consistiu em pingar sobre a
preparacdo cromossémica 1ml de uma solucdo coloidal, obtida com 1g de gelatina
comercial sem sabor, em 50ml de agua acrescida de 0,5ml de acido férmico. Em
seguida, foram adicionados sobre a solucdo coloidal 2ml de solugdo aquosa de AgNO;
(nitrato de prata) a 50%, agitando levemente a lamina, que foi coberta com uma
laminula. A lamina foi colocada em camara Umida, em banho-maria a 60°C, por um
periodo de 3 a 8 minutos, até atingir uma coloracdo marrom dourada, sendo entdo
lavada em agua destilada, permitindo que a laminula fosse retirada naturalmente pela

prépria dgua. As laminas foram secas diretamente ao ar, coradas com Giemsa 5% em
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tampao fosfato 0,06M e pH 6,8 por 1 minuto, lavadas em agua de torneira e secas

novamente ao ar.

I1.2.6 Deteccdo da heterocromatina constitutiva nos cromossomos mitéticos e
meibticos

Para a caracterizacdo da heterocromatina constitutiva, foi utilizada a técnica de
banda C descrita por Sumner (1972), com algumas modificacdes.

As preparac8es cromossOmicas foram tratadas durante 2 minutos com HCI 0,2N
a 46°C, lavadas em 4&gua destilada a temperatura ambiente e secas ao ar.
Posteriormente, as preparacdes cromossdmicas mitdticas foram incubadas a 46°C, em
solucao de hidréxido de bario a 5%, filtrada e recém preparada, por 1 minuto e 30
segundos, e as meioticas por 4 minutos e 30 segundos. A agdo do hidroxido de bario foi
interrompida imergindo-se rapidamente a lamina em solucdo de HCI 0,2N (46°C), sendo
posteriormente lavada em agua destilada. Apds secas, as laminas foram incubadas em
solugcao 2xSSC (cloreto de sodio 0,3M e citrato trisédico 0,03M, pH 6,8), em banho-
maria a 60°C, por um periodo de 15 minutos, sendo posteriormente secas ao ar,
coradas com Giemsa 5% em tampéo fosfato 0,06M e pH 6,8 por 20 minutos, lavadas em

agua de torneira e secas novamente ao ar.

I1.2.7 Analises das prepara¢cdes mitdticas e meidticas

As preparac¢des mitdticas foram analisadas em microscopio éptico comum com
objetiva de imersdo e as células selecionadas foram fotografadas em microscépio
Olympus BH-2, com adaptacdo do sistema PM-6 para fotografia. Os negativos foram
obtidos em filme Agfa ajustado para ASA 25, com revelacdo processada em revelador

Dektol (Kodak) diluido em agua, na proporcdo de 4:1, em temperatura ambiente, por 7
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minutos, e fixacdo em fixador Kodak durante 13 minutos. As imagens selecionada foram
posteriormente copiados em papel Kodabrome Print RC F3 (Kodak).

A montagem dos caridtipos foi feita a partir de cromossomos metafasicos
mitéticos, os quais foram recortados, tentativamente emparelhados, medidos e
colocados em ordem decrescente de tamanho. A morfologia dos cromossomos foi
determinada de acordo com a proposta de Levan et al. (1964). Devido a dificuldade de
emparelhamento cromossdmico, o qual é peculiar nos ciclideos, uma vez que estes
apresentam tamanho e morfologia cromossémica similar, os cromossomos foram
agrupados segundo Thompson (1979) e Mesquita (2002), sendo consideradas trés
categorias: meta-submetacéntricos, subtelo-acrocéntricos e microcromossomos.

Para interpretacdo da meiose, foram consideradas as seguintes fases:
leptéteno/zigéteno, paquiteno, dipléteno, diacinese, metafase | e metafase I, dando
maior énfase ao dipléteno, diacinese, metafase | e metafase Il, as quais sdo, em geral,
mais resolutivas na determinacdo de rearranjos cromossémicos (John, 1990). Estas
fases foram analisadas e fotografadas, sendo os negativos obtidos da mesma forma que

aqueles das metafases mitéticas.
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Il - RESULTADOS

lll. 1 — Cromossomos mitéticos
l11.1.1 Symphysodon aequifasciatus

Dentre os 22 exemplares de S. aequifasciatus (10 machos e 12 fémeas),
coletados no rio Manacapuru, cinco individuos eram amarelados com nove listras
verticais bem evidentes (Figura 3a), 14 individuos eram amarelados com listras verticais
menos evidentes e presenca de listras horizontais azuis ao longo do corpo, além de
nadadeiras pélvicas, anal e dorsal avermelhada (Figura 3b) e trés individuos
apresentaram coloracdo mais escura e com listras/manchas azuis pelo corpo (Figura
3c).

Todos os individuos desta espécie apresentaram 2n=60 cromossomos, sendo o
cariétipo constituido por 23 pares de cromossomos meta-submetacéntricos e 7 pares de
microcromossomos (Figura 5a). Foram considerados microcromossomos os ultimos sete
pares cromossdmicos, que mostraram tamanho médio variando entre 0,5 e 1,5 um, e
cuja morfologia cromossbmica néo ficou evidente em todas as metafases. Porém, na
amostra analisada, verificou-se que os pares 4, 11 e 21 sao heteromoérficos entre os
individuos e também entre as células de um mesmo individuo, podendo ser encontrado
ambos os homadlogos dos pares na condicdo M-SM ou ST-A, ou ainda, um cromossomo
M-SM e outro ST-A. Entretanto, esta variabilidade cromossémica ndo esta relacionada
com a variabilidade de coloragdo dos espécimes e nem com o0 sexo. Heteromorfismo
cromossdmico sexual nao foi detectado nesta espécie.

Com o emprego da técnica de obtencdo de bandas C, todas as metafases
mitéticas analisadas evidenciaram a presenc¢a de heterocromatina constitutiva na regido
pericentromérica de todos os cromossomos do complemento, com excecao dos pares

25 e 27 que nao exibiram marcacfes ao longo do comprimento cromossémico (Figura
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5b). Em alguns pares cromossdmicos, esta heterocromatina constitutiva estende-se ao
longo dos bragos, como no caso do brago longo do par 4, do braco curto dos pares 8 a
14 e 16 a 22, e ambos os bracos do par 15 e de quase todos 0S microcromossomos, 0S
quais sdo inteiramente heterocromaticos. Quando os cromossomos dos pares 4, 11 e 21
apresentavam-se na condi¢cdo ST-A em colorac¢do convencional, apés o bandamento C
eles evidenciaram uma marcacdo pericentromérica e um braco adicional totalmente
heterocromatico, sendo no 4° par o braco longo e nos pares 11 e 21 os bragos curtos, o
gue mostrou que estes cromossomos possuem, na realidade, uma morfologia M-SM.

A analise das preparagBes cromossémicas submetidas a coloracdo sequencial
Giemsal/impregnacao pelo nitrato de prata possibilitou a identificacdo precisa dos
cromossomos portadores das RONs bem como da localizacdo destas regides. Foi
verificado que S. aequifasciatus possui um sistema de RONs multiplas, isto €, existem
sitios de RONs presentes em diversos pares cromossémicos do cariétipo. As RONs
ocorrem no braco longo do par 4 e nos bracos curtos dos pares 5, 11 e 21. Entretanto,
entre as células de individuos diferentes, as RONs variaram quanto a sua localizagdo no
cromossomo, sendo que em algumas metafases ocupavam somente a regido terminal
do brago cromossémico e em outras metafases, estavam distribuidas ao longo de todo o
brago curto ou longo. Apesar de S. aequifasciatus possuir quatro pares cromossémicos
portadores de RONSs, cada individuo apresentou no maximo duas RONSs, sobre
cromossomos homoélogos ou nado (Figura 6). Todas estas variacfes no padrdo das
RONs nao estéo relacionadas a diferenca de coloracdo dos espécimes e nhem com 0
sexo.

O emprego da técnica de coloragdo seqiencial Giemsa/ impregnacao pelo ion
prata permitiu elucidar a origem do heteromorfismo morfolégico encontrado nos pares 4,
11 e 21 das metafases mitéticas inicialmente submetidas somente a coloracdo
convencional. O heteromorfismo presente nestes pares é aparente, sendo uma
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consequéncia da condensacdo diferencial da cromatina que contém as RONs, a qual
pode ser evidenciada pelo Giemsa, dependendo do seu grau de condensac¢éo (Figura
7). Corroborando esses dados, observou-se também que as RONs sdo coincidentes
com as regides banda C positivas no brago longo do par 4 e no braco curto dos pares 11

e 21.
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Figura 5 — Carit6tipos de Symphysodon aequifasciatus de Manacapuru (AM)

a) Coloracédo convencional com Giemsa, evidenciando 2n=60 cromossomos,
sendo 46M-SM + 14 microcromossomos. Em destaque o0s pares
heteromorficos 4, 11 e 21, responsaveis pela variagdo na formula
cromossOmica dos individuos analisados; b) Padrao de banda C, mostrando
marcacdes na regido pericentromérica de quase todos 0S Cromosssomos,
com excegcdo dos pares 25 e 27. O par 15 e a maioria dos
microcromossomos sao totalmente heterocromaticos (Barra= 10um).

27



Hizmern de Inderiduos

(=¥
"

Sitos Ag-RON

e

£l

Figura 6 — Padrdao das regides organizadoras de nucléolo (RONs) em Symphysodon
aequifasciatus de Manacapuru (AM)
Quadro evidenciando os cromossomos portadores das RONs (4, 5, 11 e 21)
e suas variacdes intra populacionais quanto a atividade, detectadas em
metafases mitdticas somaticas impregnadas pelo ion prata (Barra= 10um).
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Figura 7 — Variagbes na férmula cromossémica de Symphysodon aequifasciatus de

Manacapuru (AM) e padrédo de RONs

a) Cariotipo em coloracdo convencional, com 46M-SM + 14
microcromossomos; b) 4° par heteromdrfico; c¢) Regido organizadora de
nucléolo no braco longo de um dos cromossomos do 4° par; d) 11° par ST-A;
e) Regido organizadora de nucléolo nos bragos curtos do par 11; f) 21° par
heteromérfico; g) Regido organizadora de nucléolo no braco curto de um dos
homdlogos do par 21. Note que o brago longo do par 4 (b,c) e os bracos
curtos dos pares 11 (d,e) e 21 (f,g) ndo foram corados pelo Giemsa, por
serem portadores de uma constricdo secundaria (Barra= 10um).
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[11.1.2 Symphysodon discus

Os 18 individuos de S. discus (10 machos e oito fémeas), provenientes das
proximidades de Novo Airdo (AM), apresentaram 0 mesmo padrdo de coloragdo: trés linhas
verticais mais evidentes e colora¢cdo de fundo marrom (Figura 3d).

O numero diploide encontrado para esta espécie também foi igual a 60
cromossomos, sendo 25 pares de cromossomos meta-submetacéntricos e 5 pares subtelo-
acrocéntricos (Figura 8a). Apesar de seis pares apresentarem tamanho reduzido em relacéo
aos demais cromossomos do complemento, a sua morfologia foi evidente em todas as
metafases, sendo estes, portanto, nao considerados microcromossomos. Cromossomos
com caracteristicas diferenciais quanto ao tamanho e morfologia, que poderiam indicar
cromossomos sexuais, ndao foram encontrados nos exemplares machos e fémeas
analisados.

A heterocromatina constitutiva foi evidenciada na regido pericentromérica de quase
todos os cromossomos do complemento, estando ausente nos pares 16, 17, 24, 25, 27, 28,
29 e 30. Em alguns cromossomos, 0s blocos heterocroméaticos estendem-se as regides
proximais de ambos os bracos, e em outros cromossomos, como aqueles dos pares 5, 7, 9,
10, 11, 13, 18, 19 e 20, a heterocromatina estende-se ao longo de todo o brago curto. Além
disso, 0 2° par cromossdmico apresentou uma maior quantidade de heterocromatina
pericentromérica, se comparado com o0s outros pares do complemento. Nenhum
cromossomo apresentou-se inteiramente heterocromatico (Figura 8b).

A coloracao seqliencial Giemsa/impregnacéao pelo ion prata, evidencia que as RONs
ocorrem na regido terminal do brago curto dos pares 17 e 23 (Figura 9). Nesta espécie,
também ocorrem RONs multiplas, pois existe mais de um par cromossdmico portador dessa
regido; contudo sé foram visualizadas, no maximo, duas RONs, podendo estas serem
detectadas em ambos os homdlogos de um par cromoss6mico ou em Ccromossomos nao

homdlogos.
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Figura 8 - Cariétipos de Symphysodon discus de Novo Airdo (AM)
a) Corado com Giemsa, evidenciando numero dipléide igual a 60
cromossomos (50 M-SM + 10 ST-A); b) Padrdo de banda C, mostrando
marcacdes na regido pericentromérica de quase todos 0s cromossomos.
Note o bloco proeminente no par 2 (Barra= 10 ym).
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Figura 9 — Regibes organizadoras de nucléolo de Symphysodon discus de Novo Airdo
(AM)
Quadro evidenciando os cromossomos portadores das RONs (17 e 23) e
suas variacGes intra populacionais quanto a atividade, verificadas em
metafases mitdticas somaticas impregnadas pelo ion prata (Barra= 10um).

32



1.2 — Cromossomos meidticos
l11.2.1 Symphysodon aequifasciatus

As metafases espermatogoniais de 10 individuos de S. aequifasciatus revelaram
2n=60 cromossomos, concordando com o numero dipldide encontrado em metafases
somaéticas obtidas das células do rim (Figura 10a).

Nao foi possivel identificar nenhuma marcagdo heteropicnética positiva em
células testiculares interfasicas, bem como nas células profasicas | iniciais, que
pudessem indicar a ocorréncia de cromatina sexual (Figura 10b,c).

Durante o paquiteno, néo foi possivel estabelecer o nimero de bivalentes devido
as sobreposicdes cromossémicas, ocasionadas pelo alto nimero de cromossomos da
espécie o que dificulta o espalhamento dos mesmos (Figura 10d).

Todas as células diploténicas apresentaram uma cadeia cromossémica
multivalente em anel e 20 bivalentes; a maioria dos bivalentes exibiu dois quiasmas
terminais (Figura 10e).

A fase de diacinese foi caracterizada pela presenca de uma cadeia
cromossOmica linear (Figura 10f); entretanto, 0 nimero de elementos cromossémicos
envolvidos na cadeia e daqueles representativos de bivalentes ndo pbde ser
estabelecido, devido a terminalizacdo precoce de emparelhamento e/ou quiasmas.
Desta forma, a cadeia cromossdmica linear mostrou um nlmero variavel de constituintes
entre as células de um mesmo individuo e 0os demais cromossomos presentes nesta
fase ndo puderam ser determinados com seguranca se eram representativos de
bivalentes ou univalentes. Porém, poucos bivalentes apresentaram tamanho muito
reduzindo, o que pode estar indicando que a maioria dos microcromossomos encontra-
se na cadeia.

A metéfase | caracterizou-se pela disposicdo em zigue-zague da cadeia

cromossdmica, indicando uma orientacao alternada dos centrdbmeros homaologos (Figura
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10g). A anafase | deve ter apresentado uma segregacdo regular, visto que 30
cromossomos foram encontrados em todas as metafases Il (Figura 10h).

Nas metafases espermatogoniais, a heterocromatina constitutiva foi evidenciada
na porcao pericentromérica de quase todos os cromossomos do complemento e,
adicionalmente, ao longo dos bracgos de alguns cromossomos (Figura 11a). O padrédo de
bandas C obtido nestas células parece ser coincidente com aquele detectado nas
células sométicas do rim.

No diploteno, 20 marcagdes heterocrométicas foram encontradas nos elementos
da cadeia cromossdmica, confirmando que esta é formada por 20 cromossomos, hao
sendo, porém, possivel a identificacdo precisa dos mesmos (Figura 11b). Além disso,
blocos heterocrométicos também foram observados nos bivalentes e um bivalente
totalmente heterocromatico foi encontrado em todos os dipl6tenos analisados.

Nas células em diacinese, ndo se obteve bandas C resolutivas, devido ao alto
grau de condensacdo cromossOmica, impossibilitando a determinagcdo correta do
numero de cromossomos na cadeia linear, de bivalentes e de univalentes (Figura 11c).

Células testiculares impregnadas por nitrato de prata evidenciaram marcacdes do
material nucleolar nos nucleos interfasicos e nas células profésicas | (Figura 12). Os
nucleos interfasicos mostraram um ndmero variavel de nucléolos marcados, tendo sido
observado um nimero minimo de um e um maximo de seis (Figura 12a). Na diacinese,
até quatro RONs fortemente marcadas foram observadas, sendo uma localizada na

cadeia cromossdmica e as demais sobre bivalentes de tamanho grande (Figura 12b).
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Figura 10 — Células testiculares de Symphysodon aequifasciatus em coloracdo
convencional
a) Metéafase espermatogonial, evidenciando 2n=60 cromossomos; b)
Nucleo interfasico; c) Leptéteno; d) Paquiteno; e) Dipléteno, com uma
cadeia cromossdmica em anel (cabeca de seta) e 20 bivalentes (seta),
sendo que alguns apresentam terminalizacdo precoce de quiasma; f)
Diacinese, com uma cadeia cromossdmica linear (cabeca de seta) e
diversos elementos cromossdmicos; g) Metafase |, evidenciando a
orientacdo em zigue-zague dos cromossomos associados a cadeia; h)
Metafase Il, com n=30 cromossomos (Barra= 10um).
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Figura 11 - Células testiculares de Symphysodon aequifasciatus submetidas a técnica
de banda C
a) Metéafase espermatogonial, com 2n=60 cromossomos, evidenciando
heterocromatina constitutiva na regido pericentromérica (seta pequena) da
maioria dos cromossomos e ao longo dos bracgos (seta grande) de alguns
cromossomos; b) Dipléteno, com 20 cromossomos ha cadeia em anel e 20
bivalentes, mostrando marcagbes de heterocromatina ha cadeia
cromossdmica (cabeca de seta) e nos bivalentes (seta); c) Diacinese,
evidenciando marcacdes heterocromaticas nos elementos cromossémicos
da cadeia (cabeca de seta) e um bivalente totalmente heterocromatico
(seta) (Barra= 10um).
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Figura 12 - Células testiculares de Symphysodon aequifasciatus impregnadas pelo ion
prata

a) Ndcleo interfasico, com seis nucléolos bem evidentes (seta); b)
Diacinese, evidenciando RON na cadeia cromossdmica (seta grande) e em
dois bivalentes (setas pequenas) (Barra= 10um).
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[11.2.2 Symphysodon discus

A andlise das metafases espermatogoniais de 10 individuos de S. discus
evidenciou 2n=60 cromossomos, predominantemente do tipo meta-submetacéntricos,
corroborando o numero dipléide e a morfologia cromossémica encontrados nas
metafases somaticas das células do rim (Figura 13a).

Os nulcleos interfasicos das células testiculares apresentaram cromatina
uniformemente distribuida e corada (Figura 13b); os nucleos leptoténicos, zigoténicos e
paquiténicos evidenciaram alguns blocos de cromatina mais intensamente corados, 0s
quais provavelmente correspondem as regides heterocrométicas (Figura 13c,d).
Contudo, nenhum destes blocos mostrou caracteristicas marcantes e que talvez
pudessem ser relacionadas a cromatina sexual, como, por exemplo, presenca constante
na maioria das células, bem como configuracdo e tamanho similares em diferentes
células.

No dipléteno, 30 bivalentes foram identificados, sendo que a maioria mostrou dois
quiasmas terminais (Figura 13e). Nas células em diacinese, bivalentes tipicos também
foram encontrados; mas, alguns exibiram separacdo precoce (Figura 13f). Nas
metéafases |, os bivalentes apresentaram-se tipicamente dispostos na regido mediana da
célula e regularmente orientados (Figura 13g). Células metafasicas Il evidenciaram 30
cromossomos (Figura 13h), indicando a segregacéo regular de todos 0s cromossomos
na anéafase I.

Nas células testiculares pequenos blocos de heterocromatina constitutiva
ocorrem na regido pericentromérica da maioria dos cromossomos, has metafases
espermatogoniais (Figura 14a), e da maioria dos bivalentes nas células diploténicas e

diacinéticas (Figura 14b,c).
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As células testiculares interfasicas exibiram até quatro nucléolos fortemente
impregnados pela prata (Figura 15a). Em algumas células profasicas | (Figura 15b),
marcacfes das RONs foram observadas em um ou dois bivalentes, os quais devem
corresponder aos pares 17 e 23, detectados como portadores de RONs nas células

metafasicas do rim.
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Figura 13 - Células testiculares de Symphysodon discus em colorac¢éo convencional

a) Metafase espermatogonial, com 2n=60 cromossomos; b) Nucleo
interfasico; c) Zigbéteno, evidenciando a presenca de um grande bloco
intensamente corado (seta); d) Paquiteno, mostrando regifes cromatinicas
heteropicnéticas positivas (seta); e) Dipléteno, com 30 bivalentes,
mostrando que a maioria dos bivalentes possui dois quiasmas (cabeca de
seta); f) Diacinese, exibindo a separacdo precoce dos elementos
cromossbmicos de um bivalente (cabega de seta); g) Metafase I, com
bivalentes alinhados na placa equatorial; h) Metafase Il, com n=30
cromossomos (Barra= 10um).
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Figura 14 - Padréo de bandas C em células testiculares de Symphysodon discus

a) Metafase espermatogonial, com 2n=60 cromossomos, mostrando
pequenos blocos de heterocromatina  constitutiva na  regido
pericentromérica da maioria dos cromossomos (seta); b-c) Dipléteno e
diacinese, respectivamente, evidenciando bivalentes com marcacdes da
heterocromatina na regido pericentromérica (setas) (Barra= 10um).
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Figura 15 - Células testiculares de Symphysodon discus impregnadas pelo ion prata
a) Nucleo interfasico, exibindo quatro nucléolos fortemente marcados
(cabeca de seta); b) Diacinese, mostrando marcacdo da RON em um
bivalente de tamanho pequeno (seta) (Barra= 10um).
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IV — DISCUSSAO

IV.1 - Variabilidade cariotipica no género Symphysodon

Desde os primeiros estudos sobre a citogenética do acara-disco, 10 férmulas
cariotipicas foram descritas para S. aequifasciatus e seis para S. discus (Tabela 1).
Considerando os dados obtidos neste trabalho e as informacdes bibliogréficas
existentes para S. aequifasciatus e S. discus, pode-se propor que grande parte da
variabilidade cariotipica encontrada nestas espécies € devido a quatro fatores:
1°) Presenca de um possivel complexo de espécies, que estariam relacionadas a
diferentes sub-bacias hidrograficas da Amazobnia. Farias (2003), ao analisar a regido
controle do DNA mitocondrial de acaras-disco de 15 regides diferentes da bacia
Amazobnica, sugeriu a existéncia de um complexo de espécies intrinsecamente
relacionado com as bacias as quais pertencem. Hrbek et al. (2005) ao efetuar a
caracterizacdo molecular de Symphysodon spp, utilizando dados de DNA mitocondrial e
de DNA microssatélite, verificou trés quebras filogeograficas na Amazénia, néo
concordando assim com a atual classificacdo das espécies, mas correspondendo a
divisdo entre acaras-disco verde (S. aequifasciatus aequifasciatus), azul (S.
aequifasciatus haraldi) e marrom (S. aequifasciatus axelrodi). Talvez a existéncia deste
complexo de espécies seja o0 motivo da ocorréncia de diferentes férmulas
cromossomicas em S. aequifasciatus, coletados em diferentes localidades no Amazonas
e no Para, além daquelas formulas cromossdmicas de exemplares cuja procedéncia ndo
€ bem conhecida (Tabela 1). Porém, ndo existem dados citogenéticos suficientes para
sustentar esta hipotese, uma vez que ndo foram realizadas amostragens ao longo de
toda a bacia Amazénica.
2°) Divergéncias conceituais em relacdo a presenga de microcromossomos. Os
primeiros estudos relacionados ao género Symphysodon sugeriram que S. aequifascitus
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apresentava um cariétipo simétrico, isto €, apenas macrocromossomos que decresciam
gradualmente em tamanho (Ohno & Atkin,1966). Por outro lado, Salgado et al.
(1996a,b), Mesquita (2002) e Rocha-Oliveira et al. (2004) descreveram a presenca de
microcromossomos em S. aequifasciatus e S. discus, baseando-se no conceito de que
um cromossomo pode ser considerado micro quando € muito pequeno, com tamanho
variando entre 0,5 e 1,5 pm e sua caracterizacdo morfologica € impossivel (Denton,
1973; Tegelstrom & Ryttman, 1981; Mattey, 1975 apud Fillon et al., 1998). Porém,
apesar dos pesquisadores que analisaram o género Symphysodon adotarem o mesmo
conceito quanto a classificagdo de microcromossomo, a diferenca de condensacado dos
cromossomos nas metafases pode ter dificultado o consenso entre o numero de
microcromossomos em exemplares da mesma espécie e entre S. aequifasciatus e S.
discus (Tabela 1);

3°) Subjetividade na medida cromossémica e padrao diferenciado de condensacéo dos
cromossomos dos peixes ciclideos. Thompson (1979) ja havia percebido a dificuldade
de organizar o caridtipo dos ciclideos neotropicais e optou por considerar a ordem
decrescente de tamanho dos cromossomos, agrupando-0s apenas nas categorias M-SM
e ST-A, visando diminuir os erros na descricao dos cariétipos. Mesmo considerando os
critérios estabelecidos por Thompson (1979) os cariGtipos das espécies de
Symphysodon descritos por diversos pesquisadores, ainda mostravam divergéncia,
devido a dificuldade de se realizar o emparelhamento e as medidas cromossémicas,
uma vez que apresentam cromossomos muito pequenos. Esta dificuldade em realizar as
medidas dos cromossomos poderia ser responsavel pelo numero diferente de
cromossomos M-SM e ST-A nas espécies de Symphysodon, conforme mostra a Tabela
1. Mesquita (2002) sugeriu que a dificuldade em realizar o emparelhamento preciso

entre os homologos estaria relacionada a ocorréncia de pequenos rearranjos



cromossdmicos e a uma possivel alteracdo na quantidade de heterocromatina
constitutiva;
4°%) Presenca de regides organizadoras de nucléolos mudltiplas e suas constricbes
secundarias nem sempre identificaveis em coloracdo convencional. No presente
trabalho, ao realizar a analise das preparacdes cromossémicas submetidas a coloracao
sequencial Giemsa/impreganacao pelo ion prata, constatou-se que todos os individuos
de S. aequifasciatus da regido de Manacapuru (AM) apresentaram 46 cromossomos M-
SM e 14 microcromossomos (Figura 5a). Porém, esta formula somente foi obtida ao
efetuar-se a medida dos cromossomos mitoticos submetidos & impregnacdo pelo ion
prata, uma vez que apenas em coloracdo convencional com Giemsa, 0s bracos
cromossOdmicos portadores das constricdes secundarias nem sempre eram visiveis,
favorecendo a interpretacdo equivocada dos resultados. Assim, ao se analisar apenas
cromossomos corados convencionalmente, alguns cromossomos portadores da RON
apresentavam-se como ST-A, enquanto seus homélogos coravam-se com Giemsa e
eram classificados como M-SM, parecendo haver um heteromorfismo (Figura 7). Este
fato pode ter sido a causa da descricdo das férmulas cromossomicas lll e IV, 49 M-SM +
7 ST-A+ 4 micro, e também da formula | com 48 M-SM + 8 ST-A + 4 micro para S.
aequifasciatus de Tefé (AM) (Rocha-Oliveira et al., 2004). O presente estudo também
corroboraria a existéncia de diferentes férmulas para S. aequifasciatus de Manacapuru
(AM) se as analises dos cromossomos fossem efetuadas somente com Giemsa.
Mesquita (2002), ao analisar S. aequifasciatus de Manacapuru (AM) e Tefé (AM)
e S. discus do Igarapé Boi-boi, Barcelos (AM), descreveu que a primeira espécie
apresentava RONs multiplas (cromossomos dos pares 3, 5, 10, 11, 15, 21 e 22), mas
nem todas ativas; enquanto a segunda espécie possuia RON simples, apesar de sugerir
gue os pares 18 e 24 eram os portadores desta regido. Em contraste, Nascimento

(2005) descreveu que S. aequifasciatus do igarapé Croata (PA) apresentava RON
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simples, mas ndo sugeriu quais eram 0s pares portadores desta regido. Por meio da
ampliacdo do estudo citogenético nestas espécies, foi possivel verificar neste trabalho
gue ambas as espécies sdo portadoras de RONs mudltiplas e que esta regido é um
excelente marcador espécie/especifico, visto que em S. aequifasciatus as RONs estédo
presentes nos pares 4, 5, 11 e 21 (Figura 6), e em S. discus apenas nos pares 17 e 23
(Figura 9), embora nunca foram visualizadas mais que duas marca¢gbes em todos 0s
individuos analisados.

A diferenca no numero de RONs de S. aequifasciatus, encontrada por diferentes
autores, pode estar refletindo mais uma falha na andlise do que uma real diferenca, visto
gue estudos sequenciais de coloracdo convencional e impregnacao por nitrato de prata
nao foram descritos para todos os individuos nos estudos anteriores a este e, portanto,
a identificagcdo dos cromossomos portadores das RONs pode néo ter sito efetuada com
exatiddo. Por outro lado, ndo é descartavel a hipétese de que as regides organizadoras
de nucléolos, presentes nos pares 3, 10, 15 e 22, conforme descritos por Mesquita
(2002), encontravam-se inativas, nos espécimes ora analisados, o que € comum em
peixes (Feldberg &. Bertollo, 1985; Feldberg et al., 1992; Nakayama et al., 2002; Gross
et al., 2004).

Em S. discus, a diferenca encontrada quanto aos cromossomos portadores da
RON pode ser devida ao critério adotado para a distribuicdo dos cromossomos no
cariétipo, visto que Mesquita (2002) organizou 0s cromossomos somente em ordem
decrescente de tamanho, sem agrupa-los em M-SM e ST-A, diferindo da organizacéo do
cariotipo realizada no presente trabalho. Se os cariétipos de ambos os trabalhos fossem
elaborados da mesma forma, 0s pares cromossdmicos seriam 0s mesmos, 0 que deixa
claro que em S. discus nao existe variagdo no padrdo de RON entre as populacdes de

Novo Airdo e Barcelos.
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A heterocromatina constitutiva de S. aequifasciatus e S. discus sempre foi
observada na regido pericentromérica de quase todos 0s cromossomos mitéticos, além
de blocos heterocromaticos nas regides proximais de ambos os bragcos, ou mesmo
ocupando bragcos cromossdmicos inteiros, e muitas vezes intercalando as RONs
(Figuras 5b, 8b). Estes dados corroboram os encontrados por Mesquita (2002), Rocha-
Oliveira et al. (2004) e Nascimento (2005). Surpreendentemente, em S. aequifasciatus
analisados no presente trabalho seis pares de cromossomos totalmente
heterocromaticos foram observados em todas as metafases mitoticas de machos e
fémeas. Todos estes dados reforcam a hipotese de Mesquita (2002), que sugere um
processo de heterocromatinizacéo gradual no género Symphysodon.

Uma vez que na familia Cichlidae admite-se como caracteres basais 0 nimero
diploide igual a 48 cromossomos, em sua maioria acrocéntricos, blocos pequenos de
heterocromatina localizados na regido pericentromérica e um sistema de RON simples,
localizada no maior par cromossdmico do complemento (Feldberg et al., 2003), 0 género
Symphysodon pode ser considerado como um dos mais derivados dentro desta familia,
do ponto de vista cromossbmico. Portanto, estes dados também corroboram sua
posi¢cdo nas arvores filogenéticas propostas por Kullander (1998) e Farias et al. (2001).

Além disso, os dados citogenéticos mitéticos (férmula cromossémica, RONs e
padrdes de BC) concordam com os dados morfolégicos quanto a existéncia de duas
espécies dentro do género Symphysodon: S. aequifasciatus e S. discus. O estudo
citogenético de espécimes de S. aequifasciatus apresentando trés coloracfes distintas
mostrou que esta variabilidade fenotipica de coloracéo entre os individuos da populacdo
de Manacapuru nao esta relacionada a diferencas cromossémicas, levando-se em conta
que as andlises realizadas em preparacdes cromossémicas submetidas a coloragéo
convencional, bandamento C e impregnacdo pelo ion prata forneceram resultados
similares em toda a amostra analisada.
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IV.2 - Singularidade meiotica em acaras-disco

Apesar dos resultados meiéticos poderem trazer informag8es adicionais sobre os
eventos evolutivos envolvidos na diferenciacao cariotipica das espécies, ndo é comum
encontrar na literatura dados sobre as fases meitticas em peixes, especialmente
relacionados aos neotropicais. Alguns estudos ja realizados em células meioticas destes
organismos restringiram-se a apenas confirmar o nimero cromossdmico dipléide. Por
outro lado, andlises quanto a presenca de cromossomos sexuais em metafase | e Il, o
comportamento de cromossomos supranumerarios ou entdo do complexo
sinaptonémico também podem ser encontradas (Bertollo, 1978; Pauls,1981; Feldberg &
Bertollo, 1984; Dias, 1995; Bertollo & Mestriner, 1998; Santos et al., 2002). Para as
duas espécies do género Symphysodon a analise de todas as fases meiéticas foi
bastante informativa, tanto em coloracdo convencional quanto com impregnacdo por
nitrato de prata e banda C, principalmente porque S. aequifasciatus apresentou, durante
a préfase |, uma caracteristica singular, ou seja, a presenca de uma cadeia
cromossomica.

Nos nlcleos interfasicos de S. aequifasciatus e S. discus ndo foi possivel
evidenciar a ocorréncia de estruturas diferenciadas ou com caracteristicas de cromatina
sexual (Figura 10b, 13b). Porém, os ndcleos interfasicos testiculares de S.
aequifasciatus, quando impregnados com o ion prata, evidenciaram até seis nucléolos
bem visiveis (Figura 12a), enquanto em S. discus mostraram no mMaximo quatro
nucléolos (Figura 15a). De acordo com Sumner (2003), todos os sitios das regides
organizadoras de nucléolo sdo potencialmente transcritos durante a intérfase. Desse
modo, se todos os sitios estivessem ativos durante a intérfase, oito nucléolos deveriam
ser impregnados pelo ion prata em S. aequifasciatus, e quatro em S. discus, visto que
na primeira espécie quatro pares de cromossomos sdo portadores de RONs, enquanto

gue na segunda, apenas dois pares. Esta diferenca entre o nimero de nucléolos
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observados e aquele esperado nos nucleos interfasicos, em funcdo do ndamero de
cromossomos portadores de RONs nas metafases mitéticas, pode ser conseqiiéncia do
namero de RONs ativas, o qual difere de acordo com as necessidades de cada tipo
celular. Adicionalmente, estas variagbes podem ser explicadas por eventos de
associacdo ou dissociacdo de material nucleolar, com proposto por Alberts et al. (1997).

Nos estagios iniciais da profase |, organismos que possuem Cromossomos
sexuais diferenciados geralmente apresentam corpusculos heteropicnoéticos positivos
(John, 1990). Entretanto, estes corplsculos ndo foram evidenciados no
leptoteno/zigoteno das duas espécies, reforcando os resultados obtidos na anélise de
células metafasicas mitdticas quanto a auséncia de cromossomos sexuais
diferenciados.

O paquiteno é um estagio marcante no processo meiético, uma vez que € nesta
fase que ocorre a permuta génica, um dos eventos responsaveis pela variabilidade
genética dos gametas (Clark & Wall, 1996). Porém, evidéncia de troca ocorrida entre
cromatides homologas durante o paquiteno s6 pode ser observada em microscopio
optico durante o dipléteno e a diacinese, quando os cromossomaos homologos comegam
a se repelir e 0os quiasmas ficam evidentes (White, 1973). Além destas duas fases, a
metafase | também é extremamente informativa, pois além do nimero de cromossomos
e orientacdo dos centrébmeros, podem evidenciar outras particularidades
cromossdmicas, como alteragdes numeéricas e estruturais, terminalizacao de quiasmas e
orientacdo dos bivalentes, entre outros (John, 1990).

A andlise dos estagios finais da profase | e metafase | foi essencialmente
importante na caracterizacdo das espécies do género Symphysodon. A principal
diferenca encontrada entre as duas espécies do género foi vista no dipléteno, no qual S.
aequifasciatus exibiu uma cadeia cromossdmica em anel, composta por 20

cromossomos, e adicionalmente, 20 bivalentes (Figura 10e), enquanto S. discus
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apresentou 30 bivalentes cromossoémicos (Figuras 13e). O emprego da técnica de
banda C nas células diploténicas de S. aequifasciatus foi determinante para o
estabelecimento do numero de cromossomos envolvidos na cadeia cromossémica
(Figura 11b).

Cadeia cromossOmica, tal como a observada nas células diploténicas e
diacinéticas de S. aequifasciatus, € um fato inusitado para peixes, apesar de ser
encontrada em algumas espécies de plantas, de invertebrados e de outros vertebrados
(John & King, 1982; Lourenco et al., 2000; Siqueira-Jr et al., 2004; Carrel, 2004). Além
disso, parece nao existir relatos sobre a ocorréncia de uma cadeia cromossémica que
envolva tantos cromossomaos, principalmente nos vertebrados. Varias explicacdes tém
sido propostas para esclarecer a origem desta configuracdo meiética multivalente, de
acordo com o observado para cada organismo.

A associacao terminal de cromossomos ndao homdlogos na meiose | tem sido
descrita como responsavel pelo aparecimento de cadeia cromossémica em muitos
organismos. Em alguns casos, como no invertebrado Heteropternis obscurella, esta
associacao envolve interacdes entre grandes regifes terminais banda-C positivas, de
cromossomos nao homologos (John & King, 1982). Esta poderia ser uma das
explicacbes para a origem da cadeia cromossémica observada em S. aequifasciatus.
Contudo, tal caso parece nao se enquadrar para essa espécie, visto que para haver a
associacdo entre regides heterocromaticas, pelo menos 20 cromossomos teriam que
possuir pelo menos as regibes terminais, de ambas as regides teloméricas com
heterocromatina e, na presente amostra, apenas 12 cromossomos exibiram bracos
totalmente heterocromaticos (Figura 5b).

No mamifero ornitorrinco, cadeias cromossémicas envolvendo 0s cromossomos
sexuais X1 Y1 X2 Y2 X3 Y3 X4 Y4 X5 Y5 foram evidenciadas apenas em machos, na

primeira divisdo meidtica, sendo este sistema de determinacdo sexual formado,
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provavelmente, por meio de rearranjos entre Cromossomos sexuais ancestrais e
autossomos (Carrel, 2004). Porém, este modelo também n&o se enquadra para S.
aequifasciatus, uma vez que ndo existe nenhum indicio de cromossomos sexuais
diferenciados nesta espécie.

Em alguns anuros, como Physalaemus petersi e Eleutherodactylus binotatus, a
configuracdo multivalente observada durante a meiose | € resultante de
heterozigosidade para midltiplas translocacbes reciprocas (Lourenco et al., 2000;
Siqueira-Jr et al., 2004), sendo esta uma possibilidade provavel para explicar a origem
da cadeia cromossémica multivalente encontrada em S. aequifasciatus. Para tal,
pequenos segmentos de um cromossomo teriam sido transferidos para outro
cromossomo nao homologo, repetidamente e de forma seriada, pois a fusao inteira de
cromossomos acrocéntricos geraria pares cromossdmicos heteromérficos ou um
namero impar de pares, originando a cadeia cromossdmica formada por 20 elementos
(Figura 16a,b). Entretanto, existe ainda a possibilidade da cadeia multivalente de S.
aequifasciatus ser em parte formada por associacdo de regides heterocromaticas e em
parte por translocacdes reciprocas heterélogas e seriadas, porém, nenhum organismo
parece ter se utilizado deste artefato até o momento.

Com o emprego da técnica de obtencdo de banda C foi possivel inferir que os
cromossomos do 15° par, os quais sao totalmente heterocromaticos, nao fazem parte da
cadeia cromossbmica, uma vez que foi observado células mitéticas com um bivalente de
tamanho médio inteiramente heterocromatico (Figura 11c). Por outro lado, células em
diacinese impregnadas pelo nitrato de prata evidenciaram que pelo menos um dos
cromossomos nucleolares esta envolvido na formagédo da cadeia multivalente, pois uma
marcagao com prata foi visualizada na cadeia cromossdmica (Figura 12b).

Segundo Eichenlaub-Ritter & Winking (1990), as configuracdes meioticas
multivalentes formadas a partir de fusdes, fissdes e translocacdes reciprocas,
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evidenciadas em heterozigotos, podem causar uma segregacao irregular e a nao
disjuncao de cromossomos e/ou de cromatides irmads durante as anafases meidticas.
Por outro lado, Mirol & Bidau (1994) sugerem que, as vezes, a cadeia cromossdmica
multivalente n&o influencia negativamente a fertilidade.

Na metéfase I, tanto S. aequifasciatus como S. discus evidenciaram n=30
cromossomos, indicando que a segregagado dos cromossomos homaologos deve ocorrer
normalmente (Figuras 10h; 13h). Assim, S. aequifasciatus parece apresentar sempre
uma orientacdo alternada dos centrdmeros homadlogos, o que pode indicar, a priori, que
a presenca da cadeia cromossémica ndo estaria afetando a gametogénese desta

espécie, na populacdo de Manacapuru.
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Figura 16 — Cadeia cromossdmica de Symphysodon aequifasciatus de Manacapuru

a) Representagcdo esquematica de uma das possibilidades de formacéo de
cadeia cromossOmica na meiose: 1) Transloca¢cdes multiplas e seriadas,
envolvendo alguns pares cromossémicos; IlI) Elementos cromossdémicos
resultantes das translocacdes; Ill) Cadeia cromossémica multivalente em
anel formada durante o dipléteno pelos cromossomos translocados e
emparelhados; b) Célula em diacinese, incompleta, evidenciando a
associagdo terminal dos cromossomos (seta) (Barra= 10um).
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IV.3 — Evolugcdo de Symphysodon aequifasciatus e Symphysodon discus

O caridtipo de S. aequifasciatus e S. discus se destaca dentro da familia
Cichlidae pelo grande namero de cromossomaos, pela presenca de cromossomos meta-
submetacéntricos, pelo padrdo de bandas C e pelas RONs mdltiplas. Com isso, muitas
guestbes surgem sobre a origem deste cariotipo diferenciado num grupo de peixes
considerado por muitos autores como conservado (Thompson, 1979; Kornfield, 1984).
Dentre os estudos para entender o aumento do nimero de cromossomos estao aqueles
que relacionam o conteudo de DNA com a evolucdo dos peixes. Estudos de
densitometria realizados por Ohno & Atkin (1966) revelaram que Symphysodon
aequifasciatus apresenta 1,5pg de conteldo hapléide de DNA, o que representa um
valor elevado para o grupo, uma vez que Hinegardner & Rosen (1972), analisando 16
espécies de ciclideos por meio de fluorometria, propéem que os valores para esta
familia sao relativamente homogéneos, com um minimo de 1 e o maximo de 1,4pg de
contedo hapléide de DNA. Ojima & Yamamoto (1990), ao efetuarem analises de
citometria, encontraram para S. aequifasciatus 1,25pg de conteldo haploide. Estas
diferencas de valores provavelmente se déo devido as diferentes técnicas que foram
empregadas e nenhuma conclusdo pode ser obtida por meio destes dados.

Ohno et al. (1968) propuseram que a duplicacdo génica e gendmica tiveram
grande importancia na evolucao de todos os eucariotos e desde entéo, varios trabalhos
tém comprovado a ocorréncia destes eventos e proposto que poliploidia pode ter sido
uma estratégia importante na evolucao dos peixes (Comber & Smith, 2004). De fato, a
contestacdo de que a poliploidia ndo poderia ser tolerada pela maioria dos animais,
devido ao seu modo de reproducdo sexuada, vem sendo questionada uma vez que
existem evidéncias de muitos animais poliploides (Mable, 2004).

Até o momento, espécies de peixes polipldides ja foram encontradas nas ordens

Lepidosireniformes, Acipenseriformes, Cypriniformes, Characiformes, Siluriformes,
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Salmoniformes, Atheriniformes, Semionotiformes, Cyprinodontiformes e Perciformes,
sendo que esta Ultima tem apenas a espécie Stizostedion vitreum como representante
polipléide (Leggatt & Ywama, 2003; Comber & Smith, 2004). Além disso, segundo estes
autores, a alopoliploidia, ou seja, a poliploidia originada pela hibridizacdo de espécies, é
0 mecanismo predominante entre os peixes.

Apesar de ser um grupo com grande nimero de espécies, até o momento nao
existem relatos de poliploidia espontdnea comprovada nos ciclideos (Perciformes).
Porém, na piscicultura, a poliploidia ja é induzida em espécies desta familia por meio de
choques térmicos, abaixando-se ou elevando-se a temperatura da agua, com o objetivo
de obter peixes de maior tamanho (Valenti, 1975; Greenwood, 1991).

De acordo com Farias (2000), a diversificacdo das principais linhagens de
ciclideos Neotropicais, ocorreu no final do Cretaceo, sendo estimado que os
geofagineos se diversificaram ha 82 milhdes de anos e os ciclasomineos-heroineos ha
84 milhdes, sendo que a tribo dos heroineos, a qual pertence o acara-disco, diversificou-
se ha aproximadamente 60 milhdes de anos, durante o periodo Terciario da era
Cenozoica. Nesta época, ou seja, durante o final do Cretaceo (era Mesozéica) e durante
toda a era Cenozoica, a bacia Amazonica esteve sujeita a fortes mudangas, como
alteracdes geologicas, retracdo e expansdo do nivel do mar, e trocas climéticas
ocasionadas por periodos glaciais e interglaciais (Lundberg et al, 1998), as quais
poderiam ter facilitado o desenvolvimento de poliploidia no género Symphysodon.

Visto que até agora sdo conhecidas somente as familias Catostomidae
(Cypriniformes) e Salmonidae (Salmoniformes) como completamente poliploides ou de
origem polipléide, pode-se dizer que este evento ocorreu de forma independente dentro
de diferentes ordens, familias e géneros (Leggatt & Ywama, 2003; Comber & Smith,

2004). Este fato sugere que, se o0 género Symphysodon realmente for polipléide, ndo
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existe a obrigatoriedade da poliploidia ocorrer em outras espécies de peixes da
Amazénia.

A origem poliploide para S. aequifasciatus e S. discus poderia explicar o nUmero
dipléide igual a 60 cromossomos, com a maioria dos cromossomos do tipo M-SM. Na
realidade, Thompson (1976) jA havia sugerido uma poliploidizagdo, seguida pela
reducdo no numero cromossdmico por meio de fusBes e dele¢Bes, a partir de um
caridtipo com 2n=48 cromossomos, a maioria do tipo acrocéntrico.

Da mesma forma, a poliploidia auxiliaria a esclarecer a cadeia cromossdmica
ainda encontrada em S. aequifasciatus. Estudos em plantas tém demonstrado que a
poliploidia representa um periodo transiente, sendo o genoma mais tolerante a trocas e
recombinacBes durante esta etapa, o que pode ter como conseqgiiéncia uma rapida
evolucdo (Soltis & Soltis, 1999). Assim, as translocacbes multiplas e seriadas
encontradas em S. aequifasciatus podem ter ocorrido como uma consequéncia da
poliploidia, e ainda podem ser vistas porque 0 seu processo de diploidizacdo néo esta
completo, evento este que ja pode ter sido completado em S. discus, uma vez que em
sua meiose ndo é vista a cadeia cromossdmica, mas apenas bivalentes, apesar da
espécie também apresentar 2n=60 cromossomos.

Estes dados sugerem que S. discus possui cariétipo mais diferenciado e com
diploidizacéo estabelecida em relacdo aquele de S. aequifasciatus, uma vez que a sua
meiose ndo exibiu a cadeia cromossOmica. Além disso, esta espécie apresentou menor
namero de regides organizadoras de nucléolo e também menor quantidade de
heterocromatina constitutiva, os quais séo caracteres considerados primitivos na familia

Cichlidae (Feldberg et al., 2003).
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V — CONCLUSAO

Os dados obtidos no presente trabalho permitiram confirmar que as espécies do
género Symphysodon apresentam numero dipléide igual a 60 cromossomos.
Symphysodon aequifasciatus (Manacapuru-AM) apresentou formula cromossémica igual
a 46 M-SM + 14 microcromossomos, que somente pode ser determinada quando
andlises foram feitas em preparacdes cromossdmicas coradas com técnicas sequenciais
de coloracdo convencional/impregnacdo pelo ion prata, visto que o0s bracos
cromossdmicos portadores das constricdes secundarias hem sempre se coravam
convencionalmente, fazendo com que diferentes férmulas cromossémicas fossem
descritas. J4 S. discus apresentou a formula cromossémica igual a 50 M-SM + 10 ST-A.

Além das caracteristicas cariotipicas diferenciais, a heterocromatina constitutiva e
as regibes organizadoras de nucléolo mostraram-se excelentes marcadores
espécie/especificos ou populacionais. Porém, a variabilidade da RON ndo pode ser
relacionada as diferentes colorac@es de S. aequifasciatus da populacdo de Manacapuru.

A variabilidade cromossémica intra especifica que era, até 0 momento, creditada
para S. aequifasciatus e S. discus pode ser, em parte, consequéncia de divergéncias
conceituais, subjetividade na medida cromossOGmica, padrdes diferenciados de
condensacdo de cromossomos e bragos cromossdémicos com constricdes secundarias
gue nao se coravam com Giemsa em algumas metafases mitoticas ou entdo pode estar
relacionada as diferentes bacias hidrolégicas as quais elas pertencem, porém néao foi
possivel chegar a uma conclusdo definitiva por abordarmos somente populacdes de
Manacapuru e Novo Airdo.

O estudo de cromossomos meioticos também foi fundamental para caracterizar
as duas espécies de Symphysodon, de Manacapuru e de Novo Airdo, e inferir sobre
processos de evolucdo cromossbmica. A diferenca mais evidente entre estas duas
espécies foi observada no dipléteno, no qual S. aequifasciatus (Manacapuru) exibiu uma
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cadeia cromossémica multivalente em anel, que deve ter sido originada a partir de
translocacdes mdltiplas seriadas, enquanto S. discus (Novo Airdo) apresentou apenas
bivalentes, sugerindo que este ja terminou sua diploidizacdo e S. aequifasciatus ainda
esta num periodo transiente.

Portanto, acredita-se que S. aequifasciatus de Manacapuru diferenciou-se
cromossomicamente num periodo mais recente que S. discus de Novo Airdo, uma vez
que apresenta maior quantidade de heterocromatina constitutiva, maior nimero de

regibes organizadoras de nucléolo e uma cadeia cromossémica durante a profase |.
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