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Synopsis

The chromosomes of Micropogonias furnient was studied.
acrocentric chromosomes and the haploid number ts 24.
C- and G- banding techniques were tried.
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Introducio ticos por métodos eletroforeticos

No Atlantico Oeste, a familia Sciaenidae
compreende 21 generos e 56 espécies
(Chao, 1978). Nos mares brasileiros,
Travassos & Paiva (1957) registraram a
ocorrencia de 15 generos e 34 especies
de peixes dessa ramilia, uma das pre-
dominantes na plataforma continen-
tal sul brasileira, tanto pela a-
bundancia quanto pelo numero de es-—
pecies.

A especie de Sciaenidae mais estudada
no Brasil e Micropogonias furnient
(Vazzoler, 1971; Vazzoler, G., 1975).
Vazzoler (1971), estudando M. Afwwnderd
sob o ponto de vista de estrutura da es-
pec1e, analisou varlagoes de caracteres
merlstlcos, proporgoes corporais e as-—
pectos de crescimento e reproducao,
chegando a conclusao de que na costa
bra51121ra compreendlda entre 23°S e
33°S, a especie se divide em duas popu-
lagoes, com possivel 1301amento rcprodu—
tivo. A que ocupa a area entre 23°s e
29°S foi denominada pela autora de popu-
lacao I e a que ocupa a area entre 29°s
33°3, de populacao II. Tentando confir-
mar a hipotese de que as duas populagoes
apresentam isolamento reprodutivo e ava-
liar a taxa de fluxo genico entre ambas,
realizou-se estudos de marcadores gené-
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(Vazzoler et af., 1971; Phan et al.,
1977; Suzuki, 1980) e imunologicos
(Phan & Vazzoler, 1976).

No que se refere a familia como um
todo, os extensos estudos realizados por
Chao (1978) permitiram o estabelecimento
de relagoes fllogenetlcas entre diversos
generos e suprageneros, com base na mor-
fologia da bexiga natatoria, morfologia
externa e padroes de calcificacao dos o-
tolitos.

Por outro lado, o estudo cariotipico
tem se mostrado Gtil a sistematica no
estabelecimento de relagoes evolutivas
entre especies e populacoes, além de
outras aplicagoes como no melhoramento
genético. As alteracoes que os carioti-
pos sofreram durante a evolugao e a re-
1a§ao destas alteracoes com a especiacao
tem sido extensamente estudadas (Denton,
1973). A relativa simplicidade metodo-
logica, o baixo custo dos materiais ne-
cessarios, as possibilidades de aplica-
gao de algumas técnicas, inclusive em
trabalhos de campo, e, principalmente, a
diversidade de aplicagoes do estudo ca-
riotipico sao alguns dos fatores que in-
centivam as 1nvest1gagoes nesse campo.
As recentes tecnicas de bandamento cro-
mossomico vieram acrescentar dados de
grande importancia a citogenética e, no
caso de peixes, alguns autores as empre-
garam com sucesso (Howell & Bloom, 1973;
Thorgaard, 1976; Toledo, 1978).

De um modo geral, peixes marinhos tem
recebido menor atengao dos citogeneti-
cistas que os de agua doce (LeGrande,
1975). No Brasil, estao em andamento
estudos citogeneticos sobre peixes de
agua doce, como os citados na revisao de
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Galetti Jr (1979), mas nao foi encontra-
do trabalho algum sobre cariotipagem de
peixes dos mares brasileiros.

Em relagao a familia Sc1aen1dae, a
ausencia de dados citogenéticos e quase
total, tendo sido determinado apenas o
conteudo de DNA para algumas especies
(Hinegardner & Rosen, 1972).

Estes estudos foram iniciados com M,
ﬁunn&eti devido a escassez de dados ci-
togenéticos sobre a familia a que per-
tence e, sobretudo, por ter sido estuda-
da no Brasil sob diferentes aspectos. Os
dados citogenéticos virao acrescentar
novos subsidios aos dados existentes,

Neste trabalho, realizou-se prepara-
goes de cromossomos metafasicos mitoti-
cos e mexotlcos e ensalos de bandamento
C e G, para estabelecer as caracteristi-
cas cromossomicas de M, furnierd.

Material e métodos

Foram utilizados 27 individuos de M.
fuwwnderi, dos quais 16 eram femeas e 11
machos. Os peixes foram coletados no
11toral sul do Fstado de Sao Paulo, na
“eglao estuarino~lagunar de Cananéia
(25°01"s).

Os peixes foram 1nletados intraperi-
tonialmente com solucao aquosa de col-
chicina a 0,57, na proporcao de 0,2 ml
por 100 g de peso do animal, e mantidos
em tanques com agua do mar corrente por
6 horas, sendo entao sacrificados.

Os cromossomos metafasicos mitoticos
Foram obtidos do rim pelo método de
ath-drying, modificado do de LeGrande &
Fitzsimous (1976), O procedimento foi
basicamente o seguinte: os tecidos foram
picados em tubo de ensaio e hipotoniza-
dos em 10 ml de citrato de sodio a 0,45%
por 25 min; durante a hipotonizacao, a
suspensao foi aspirada e expirada suave-
mente com pipeta Pasteur. A Passado esse
periodo, a suspensao foi transferida pa-
ra outro tuho de ensaio, descartando-se
os pedagos remanescentes de tecido e,
entao, centrifugada a 1500 rpm, por 5 min.
0] sobrenadante foi descartado e, o pre-
cipitado celular obtido, suspendldo em
10 ml de fixador Carnoy, recem— preparado
com metanol e acido acetico na Proporgao
331, d61xand0“58 fixar por 30 min. Essa
su%pengao foi centrifugada a 1500 rpm,
por 5 min, o sobrenadante foi descartado
e o precipitado ressuspendido em 10 ml
de Carnoy. Repetiu-se essa lavagem do
material por tres vezes. Apos ailtima la-
vagem, deixou-se restar no tubode ensaio

0,5 ml do sobrenadante, no qudl o preci-
pltado foi ressuspendldc. Dessa suspen-—
sao final, foram plngadas algumas gotas
sobre lamzna previamente resftriada,
ateando-se fogo sobre ela ou delxando-a
secar sob calor moderado.

Os cromossomos metafasicos meiGticos
foram obtidos de testiculos, pelo méetodo
de Oyhenart-Perera ef al. (1975) modifi-
cado. Os testiculos foram fragmentados
em cerca de 2 mm e hipotonizados em so-
lugéo de citrato de sodio 0,97 por 20
min, mantendo-se o volume aproxlmadamen—
te na prOporgao 20:1 fluido:tecido. Fo-
ram, entao, fixados em Carnoy por 30 min
e transferidos para 0,5 ml de acido ace-
tico 60%, em tubo de aglutinacao. Apds
cerca de 3 min, a suspensao foi aspirada
com capilar de microematoerito acoplado
a um tudo de borracha e transferida para
lamina, a 60°C. A gota foi reasplrada
rapldamente repetindo-se a operagao
duas a tres vezes por lamina, em luga-
res distintos.

As preparacoes mitoticas e meidticas

- foram coradas em Giemsa diluido na pro-

porcao 1:10 em tampao fosfato, pH 7,0,
por .30 min, lavadas em agua destllada e
montadas em Permount.

Para os ensaios de bandamento C, a-
plicou-se a técnica de Sumner (1972).
laminas foram tratadas em solugao aquosa
de Ba(OH)g a 5Z, por 1 min e 30 seg, a
50°C. A seguir, foram lavadas em agua
delonlzada incubadas em 2SSC, pH 7,0,
a 60°C, por 1 hora, novamente lavadas e
coradas em Giemsa 2? em tampao fosfato,
pH 6,8, por 1 hora e 30 min. As laminas
foram lavadas e montadas em Permount,
apos secagem.

Para os ensaios de bandamento G, a-
plicou-se o método de Seabright (1972)
modificado por Stocco (com. pessoal*). As
laminas foram mergulhadas em volugao de
tripsina (1:250) a 0,02%, em tampao fos-
fato, pH 6,8, a 4°C, por 3 min e 30 seg.
Foram, entao Iavadas em agua destilada,
coradas em Glemsa 3%, em tampao fosfato,
pH 6,8, por 12 a 13 min, ncvamente lava-
das e montadas em Permount, depois de
secas.

Os valores de conteudo diploide de
DNA de eritrocitos foram obtidos pelo
metodo de citofotometria de varredura
(Soma et al., 1975).

As medidas cromossomicas foram reali-
zadas na propria fotografia em 20 meta-

R. de C.
1980.

(*) Stocco,
SP,

Instituto Butanta,
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fases mitoticas, sendo 10 de machos e 10
de femeas, no seguinte modo: o maior par
de cromossomos foi medido ao microscopio
com ocular micrometrica (Wild 15 X SK),
sendo realizada uma correlagao entre es-
sa medida e a do mesmo par de cromosso-
mos em uma ampliacao fotografica. As
medidas dos demais pares foram tomadas
na propria fotografia, tendo como escala
a correlagao estabelecida (Denton, 1973).

Estabeleceu-se os valores haploide e
diploide e os cromossomos foram pareados
e dispostos em ordem decrescente de ta-
manhc, com base nas medidas e ajuste vi-
sual.

A nomenclatura dos cromossomos seguiu
a proposta por Levan et af. (1964),

Resultados

A Tabela 1 mostra a variagao encontrada
nas contagens do nimero de cromossomos
em metafases mitoticas de machos e femeas
de M. puwtnierd e do numero de cromosso-
mos em metafases meioticas de machos de
M. fwwmieri. QO nimero diplcide, para
ambos os sexos, fol igual a 48 cromosso=
mos, representando 78,57 das contagens
para machos e 79,97 das contagens para
femeas. O nimero haploide foi igual a 24
cromossomos ou bivalentes, representando
88,9% das contagens.

Na Figura 1 estao os cariotipos para
machos e fEmeaa, montados em ordem de=
crescente de tamanho. Os 48 cromossomos
sao do tipo t, ou seja, acrocentricos,

O tamanho dos cromossomos decresce gra=
dualmente. 0 comprimento total dos cra-
mossomos metafdsicos em contracao média,
variou de 3,38 um a 1,49 um, do maior
para o menor par. Por comprimento total,
considerou-se a média das duas cromati=
des. No maior par de homologos, existe
uma constricgan gecundaria na regiao

Tabela 1. Contagem dos numeros de cromos-=
somos em metafases diploides
(2n) obtidas de rim de machos
e fémeas e dos numeros de cro-
mossomos em metafases hapléi-
des (n) de testiculos de M,
furndend

NimER

proximal ao centromero. O comprimento

total do lote haploide, ou seja, a soma
dos valores médios de cada par, foi de

59,27 um.

0 conteido dipléide de DNA dos eri-
trocitos foi de 1,24 + 0,01 picogramas
por celula.

Na Figura 2a, esta o cariotipo M.
jurnderd, mostrando bandas C, podendo-se
perceber a presenca de heterocromatina
nas regioes centromericas dos cromosso-
mos, variando em intensidade em cada par.
Alguns pares apresentam heterocromatina
intercalar e telomerica, evidenciadas
nas melhores metafases. Na Figura 2b,

Fig. 1. Cariotipos de femeas e macho de
Micropogonias fwwmieni. 0s cro-
mossomos foram montados em ordem
decrescente de tamanho. As fle-

chas indicam a constriccao se-
cundadria na regiao proximal ao
centromero, do primeiro par.
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Fig. 2. Cariotipos de M. Awiniend mos-
trando bandas C (em A) e ban-
das G (em B). Setas indicam
bandas C intercalares e telo-

mericas identificadas nas me-
lhores metafases.
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esta o caridtipo de M. fuwnieri, mos-
trando bandas G em alguns cromossomos.
Nesse caso, alem da marcagao 1nc1plente
dos bragos cromossomlcos, a regiao cen-—
tromérica também apresenta-se marcada.

Nao foram constatadas diferencas cro-
mossomicas entre os sexos.

Discussio

Para a preparagao dos cromossomos meta-
fasicos mitdticos, foi necessario reali-
zar uma grande serie de testes. Empre-
gou-se, tentativamente, diversas tecni-
cas de preparacao dos tecidos, sendo que
somente pela de a<a-dtifing conseguiu-se
obter cromossomos espalhados em um so
plano focal. O método empregado resul-
tou de um estudo emplrlco detalhado para
estabelecer as condicoes otimas de con-
centracao e quantidade da solucao de
colchicina, tempo de incubacao da droga
antes do sacrificio do animal, de con-
centragao da solucgao e tempo de hipoto-
nizagao, tempo de fixacgao no Carnoy, ve-
locidade e tempo de centrlfugagao e de
outros detalhes da tecnica adaptada da
de LeGrande & Fitzsimous (1976), para a
espécie com a qual se trabalhou neste
estudo.

puwmiend possui 48 cromossomos ti-
po t e conteudo diploide de DNA de 1,24
* 0,01 picogramas. Apesar da grande va-
riabilidade encontrada nos cromossomos
de peixes, analises comparativas dos
cariotipos e conteudo de DNA de verte-
brados levaram diversos autores a con-
cordarem que o complemento diploide do
"vertebrado ancestral' seria de 2n = 48
cromossomos tipo t, com conteudo de DNA
em torno de 207 de 7,0 picogramas, que
é o valor encontrado nos mamiferos pla-
centarios. Os peixes Perciformes, de um
modo geral, teriam mantido o numero di-
ploide original, aumentando ligeiramen-
te o contelddo de DNA, o que coloca M.
jurtnd{esrd dentro do padrao encontrado
para grande parte dos Perciformes.
Hinegardner & Rosen (1972) apresentaram
medidas de conteudo haploide de DNA pa-
ra 275 especies de teledsteos, incluin-
do 5 especies de Sciaenidae, cujos valo-
res variaram de 0,76 a 0,98 picogramas.
Taylor (1967) dividiu os teleosteos em
dois grupos, quanto ao conteiddo haploide
de DNA: um, mais primitivo, variando de
4,4 a 1,2 picogramas e, outro, mais e-
voluido, entre 0,8 e 0,45 picogramas.
Nesse segundo grupo estaria incluida M.
furndend, cujo valor encaixa-se no en-

contrado por Hinegardner & Rosen (1972)
para outras especies da familia.

0 exame das metafases testiculares
revelou que o numero haploide e 1gual a
24, o que esta de acordo com o numero
d1p101de igual a 48.

No caso de especies com cromossomos
pequenos e semelhantes, a aplicacao de
tecnicas de bandamento poderiam revelar
diferengas nao observaveis pela carioti-

pagem convencional, auxiliando, tambem,
na identificacao dos homologos, Apli-
cou-se aos cromossomos de M. furn(est a

téecnica de bandamento de Seahright
(1972) em varios ensaios, utilizando-se
diversas concentragoes da solugao de
tripsina e tempos de permanencia das la-
minas na mesma, bem como tempos de colo-
ragao no Giemsa. Apesar da obtencao de
marcagao incipiente dos cromessomos pelo
procedimento descrito de bandamento G,
um padrao de bandas nao foi observado.
Foram poucos os autores que obtiveram
padrao nitido de bandas G em peixes, mas,
pelos dados existentes, corroborados pe-
los aqui apresentados, seria necessario
um aprimoramento dessa tecnica para pei-
xes (Bertollo, 1978). Pela aplicacao da
técnica de bandeamento G, pode=se res-
saltar a posicao da constricg¢ao secunda-
ria do 1?9 par de homologos, além da pos-
sivel presenca de heterocromatina G po-
sitiva na regiao per1centromer1ca.

Sites et al. (1979), estudando trées ge-
neros de tartarugas Kinosternidae, en-
contraram heterocromatina G positiva na
regiao centromérica de alguns pares de
homo logos.

Para os ensaios de bandeamento C,
empregou-se a tecnica de Summer (1972),
eliminando-se a passagem pela solugao
de HC1 0,2N, que, no caso de M, fuwnie-
"4, parecia enfraquecer a coloragao dos
cromossomos, diminuindo a nitidez das
bandas. As regioes marcadas, pela téc-
nica descrita, sao quase que exclusiva-
mente as pericentroméricas. Nas melho-
res metafases, pode-se perceber a pre-
senca de bandas intercalares e telome-
ricas em alguns pares. Os dados exis—
tentes na literatura parecem indicar que
esse tipo de banda pode ser conseguido
em peixes, com relativa facilidade, ao
contrario do que ocorre com bandas G
(Toledo, 1978). 0 estudo aprofundado
das técnicas de bandeamento em peixes
é de grande importancia para o desen-
volvimento da citogenetica desses ani-
mais.
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A contlnuagao dos estudos cariotipi-
cos da familia Sciaenidae seria de gran-
de interesse, para verificar, de manei-
ra ampla, o comportamento dos carioti-
pos nesse grupo. Requer-se, tambem, a
ampliacao desses estudos a outras faml—
lias de peixes marinhos do Brasil, on-
de a absoluta falta de dados citogene-
ticos constitui uma lacuna a ser preen-
chida.

Conclusdes

Por este trabalho, chegou-se as seguin-
tes conclusoes:

1. O cariotipo de M. fuanieri apresenta
numero d1p101de igual a 48 cromosso-
mos acrocentricos, os quais decrescem
gradualmente de tamanho de 3,38 um a
1,49 um, em media;

2. 0 primeiro par de homologos possul u-
ma constrlcgao secundaria, localizada
na regiao proximal ao centromero;

3. O conteudo diploide de DNA, por céelu-
la, foi de 1,24 * 0,01 picogramas;

4. Nao foi possivel estabelecer um pa-—
drao nitido de bandas G para M. fur-
niend, mas aaplicagao da técnica tor-
nou p0351vel a identificacao de al-
guns pares adjacentes e facilitou a
visualizagao da constriccao secunda-
ria;

5. Bandas C localizam-se, prlnc1palmen—
te, nas regioes pericentroméricas dos
cromossomos. Bandas intercalares e
teloméricas puderam ser visualizadas
em alguns pares, nas melhores metafa-
ses, e

6. Nao foram constatadas dlferengas ca-
riotipicas entre machos e femeas.

Resumo

Estudou-se o cariotipo de M&cnOpogonLaA
6u&ﬂ&e&& (Desmarest, 1823), peixe te-
leosteo _da familia Sclaenldae, coletado,
na regiao estuarino-lagunar de Cananela,
SP, Brasil. Foram realizadas prepara-
goes de cromossomos mitoticos e meioti-
cos e ensaios de bandamento C e G. O
numero dipléide encontrado para a espe-
cie foi de 2n = 48 cromossomos tipo t
(acrocentrlcos), cujos tamanhos variaram
entre 3,38 ym e 1,49 um. O 19 par de
homologos apresenta uma constrlcgao se—
cundaria na regiao proximal ao centro-
mero. O numero haploide encontrado foi
de n = 24, O conteudo diploide de DNA

foi de 1,24 £ 0,01 picogramas/celula.
Nao se obteve padrao de bandas G, mas a
apllcagao da técnica facilitou a iden~-
tlflcagao de pares ad]acentes e a vi-
sualizagao da constricgao secundaria.
Bandas C locallzam~se, principalmente,
na regiao pericentromerica.
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