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RESUMO

A ordem Scorpaeniformes € muito diversificada morfologicamente e tem
como unico carater definindo o grupo um processo suborbitario que consiste de uma
extensdo posterior do terceiro infra-orbital até o pré-opérculo. Esta ordem apresenta
muitos problemas sistematicos e relagdes filogenéticas pouco conhecidas. Foram
analisadas citogeneticamente 4 espécies pertencentes a 3 familias da ordem:
Scorpaena brasiliensis, Scorpaena isthmensis (Scorpaenidae), Prionotus punctatus
(Triglhidae) e Dactylopterus volitans (Dactylopteridae). Os exemplares estudados
foram coletados no litoral do Estado do Rio de Janeiro, Brasil. Este estudo teve
como objetivo contribuir com o conhecimento da citotaxonomia e filogenia da
ordem.

Os cromossomos mitoticos foram obtidos através de preparagdo direta ou de
cultura de curto termo. Foram estabelecidos os cariotipos em Giemsa das 4
espécies estudadas. A espécie S. brasiliensis apresentou um niumero dipldide (2n)
igual a 46 cromossomos (4M + 10SM + 14ST + 18A) e numero fundamental (NF)
igual a 60. Ja S. isthmensis mostrou-se com 2n=40 (6M + 8SM + 28T + 24A) e
NF=54. O cariotipo de P. punctatus apresentou cerca de 100 cromossomos
acrocéntricos (NF=100), com alguns microcromossomos €, o provavel caridtipo de
D. volitans mostrou-se com 2n=48 e NF=78 (16M + 14SM + 6ST + 12A).

As regides organizadoras de nucléolos (RONs), evidenciadas pela coloragdo
com nitrato de prata e mitramicina A, analisadas nas 2 espécies de Scorpaenidae,
apresentaram-se na regido telomérica do brago menor de 2 submetacéntricos,
identificados como o par S do caridtipo em S. isthmensis € como o par 2 em
S. brasiliensis. Nesta ultima espécie as RONs apresentaram um heteromorfismo de
tamanho entre os homologos.

O padrio de distribuicdo da heterocromatina constitutiva (bandas C),
analisado nas 2 espécies de Scorpaenidae, evidenciou marcagdes de pequenos

blocos heterocromaticos centromeéricos, em praticamente todos os cromossomos do
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complemento, sendo que em S. brasiliensis, além destes, foram observados 2 blocos
heterocromaticos telomeéricos mais conspicuos, que correspondem ao par portador
das RONs (bandas C-positivas). Em P. punctatus, as analises de bandas C
evidenciaram a presenga de blocos heterocromaticos, principalmente centromeéricos,
na maioria dos cromossomos do complemento, além de blocos teloméricos mais
conspicuos nos maiores pares. Os microcromossomos ndo revelaram a presenca de
heterocromatina constitutiva abundante, exceto na regido centromeérica de alguns
destes cromossomos.

Os cariotipos das espécies da familia Scorpaenidae, estudadas neste trabalho,
estdo de acordo com a grande diversidade cromossOmica encontrada para a familia,
em estudos anteriores. Ja o cariotipo de P. punctatus € unico dentro da ordem, até o
momento, € pode ter se originado de um cariotipo com o valor de NF alto, através de
varias fissdes céntricas. O caridtipo de D. volitans € bastante semelhante aos
encontrados nos demais representantes da ordem Scorpaeniformes, embora a sua
posi¢do filogenética seja incerta.

De modo geral, a ordem Scorpaeniformes apresenta uma significativa
diversidade cromossdmica, principalmente em relagdo a morfologia dos
cromossomos, como resultado de Inumeros rearranjos cromossomicos,
especialmente, inversdes pericéntricas, acompanhadas muitas vezes por
transloca¢des Robertsonianas. Esta grande diversidade cromossdmica encontrada
num grupo de peixes essencialmente marinho, difere do encontrado para a maioria
dos grupos marinhos estudados, at¢é o momento, onde se observa uma grande

estabilidade cariotipica.
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Contribution to the Cytotaxonomy of the Scorpaeniformes (Osteichthyes-
Teleostei): Cytogenetic Studies in Species from the Coast of Rio de

Janeiro, Brazil.

ABSTRACT

The order Scorpaeniformes is morphologically diverse and the only character
defining the group is a bony suborbital stay extending posteriorly from the third
infraorbital to the preopercle. This order shows a great number of systematic
problems and the phylogenetic relationships within the group are not clear. Four
species belonging to three families of the order Scorpaeniformes were
cytogenetically analyzed: Scorpaena brasiliensis, Scorpaena isthmensis
(Scorpaenidae), Prionotus punctatus (Triglidae) and Dactylopterus volitans
(Dactylopteridae). The specimens were collected in the coast of Rio de Janeiro,
Brazil. This study has the aim of contributing to the knowledge of the cytotaxonomy
and phylogeny of the order.

Mitotic chromosomes were obtained from cellular suspensions, either
through air-drying or short term culture techniques. Giemsa karyotypes were
established for all the four species studied. S. brasiliensis showed a diploid number
(2n) of 46 chromosomes (4M + 10SM + 14ST + 18A) and its fundamental number
(FN) was 60. S. isthmensis had 2n=40 (6M + 8SM + 28T + 24A) and FN=54. In
P. punctatus, the karyotype had aproximately 100 acrocentric chromosomes
(FN=100), some being microchromosomes and in D. -volitans, the probable
karyotype showed 2n=48 and FN=78 (16M + 14SM + 6ST + 12A).

The nucleolus organizer regions (NORs) were observed by silver-staining
and mitramycin A only in the two species of the family Scorpaenidae. Both species
show two telomeric NORs in the short arms of a submetacentric chromosome pair
which was identified as the fifth pair of the complement in S. isthmensis and the

second one in S. brasiliensis. The latter species showed a size heteromorphism of



the NORs between the homologous chromosomes.

The constitutive heterochromatin distribution pattern was determined by the
C band method in the two species of Scorpaenidae, and revealed the presence of
small centromeric heterochromatic segments in almost all chromosomes.
In S. brasiliensis a conspicuous block was also observed in the NOR sites. In
P. punctatus, the C band analyses revealed the presence of heterochromatic blocks,
in almost all chromosomes of the diploid complement, besides conspicuous
telomeric blocks in the first pairs. The microchromosomes did not show large
quantities of constitutive heterochromatin, except for the centromeric regions of
some of these chromosomes.

The karyotypes of the Scorpaenidae species analyzed in this study confirm
the great chromosome diversity found in the family in previous studies. Thus far, the
karyotype of P. punctatus 1s unique in the order and is hypothesized to have been
originated from a karyotype with high FN by several centric fissions. The karyotype
of D. volitans 1s very similar to the other ones found in the another members of the
order Scorpaeniformes, although the phylogenetic position of Dactylopteridae
remains incertain.

The order Scorpaeniformes presents a significative chromosome diversity,
principally concerning the chromosomes morphology, as the result of several
chromosomal rearrangements, especially pericentric inversions followed by
Robertsonian translocations. This great chromosomal diversity found in a group of
essentially marine fishes, differs from what is found in the majority of the other

marine groups studied thus far, in which a great karyotypic stability is observed.
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1- INTRODUCAO

1.1- CITOGENETICA E TAXONOMIA

A Sistematica surgiu na tentativa de descrever e explicar a diversidade
bioldgica. Os primeiros sistemas de classificagdo surgiram na Grécia Antiga,
principalmente com Platdo e Aristoteles, mas foi através do sistema de nomenclatura
de Linnaeus, em 1758, que houve a formalizagdo de uma hierarquia estabelecendo-
se uma forma de descrever e categorizar esta diversidade. Com os estudos de
Darwin, em 1859 e Haeckel. em 1866, este sistema hierarquico de classificagdo,
através do conceito da ancestralidade, passou a levar em conta a evolugdo dos
organismos, procurando entdo, se basear nas relagdes filogenéticas.

Até 1960, os sistematas se baseavam somente em analises morfoldgicas e
variagdes comportamentais. Este tipo de analise continua sendo largamente utilizada
até hoje com incrementada sofistica¢do. Entretanto, com a elucidagdo das bases
moleculares da hereditariedade, as macromoléculas biologicas assumiram uma
grande importdncia nos estudos evolutivos. Dessa forma, os acidos nucl€icos,
proteinas € cromossomos passam a ter grande importancia no estudo de Genética de
Populagdes e de relagdes entre os taxa (MORITZ & HILLIS, 1990).

O termo “cromossomo” foi introduzido por Wilhelm Waldeyer,em 1888

(SESSIONS, 1990) e, embora apenas recentemente sua importdncia em Sistematica



e Taxonomia tenha sido reconhecida, McClung, em 1908, em sua obra “Cytology
and Taxonomy”, ja tinha i1dé€ia da relagdo entre os cromossomos € a organizagdo
estrutural dos organismos (NOGUSA, 1960). Com o progresso da Citologia, foi se
confirmando que todas as mudangas evolutivas ocorriam primeiro nos Cromossomos
e que isto seria importante na elucidacdo de problemas taxondmicos comparando,
principalmente, detalhes morfologicos dessas estruturas entre espécies relacionadas
e com isso, contribuindo para o conhecimento do grau de afinidades dessas espécies.
(WHITE apud NOGUSA, 1960; BENAZZI, 1973).

O estudo das relagdes filogenéticas entre espécies baseado em
comparagdes de numeros e morfologia dos cromossomos recebeu o nome de
Citosistematica, enquanto a utilizagdo destes dados para a identificacdo de espécies
foi chamada de Citotaxonomia. As bases da Citotaxonomia foram lang¢adas com a
aceita¢do do principio da individualidade cromossdmica e o estabelecimento da
teoria cromossOmica da hereditariedade, elaborada e proposta por Theodor Boveri,
Walter S. Sutton e Thomas H. Morgan na primeira parte deste século. A partir de
entdo, o estudo dos cromossomos, que recebeu o nome de Cariologia ou
Citogenética, tem ocupado um lugar proeminente em Genética, assim como em
Biologia Comparada e estudos filogenéticos. A Citogenética Comparativa € portanto
um antigo campo com diversas escolas de interpretagdes no que diz respeito a
estrutura, fun¢do e evolugdo cromossomicas e pode revelar diferengas e

similaridades que podem néo ser obvias ao nivel morfologico (SESSIONS, 1990).



Como o cariotipo de uma espécie, caracterizado pelo numero, tamanho e
morfologia dos cromossomos, € um carater definido e constante, algumas mudangas,
mais ou menos pronunciadas entre diferentes grupos, ao lado de caracteristicas
morfoldgicas podem esclarecer relagdes filogenéticas. O cariotipo, assim como as
caracteristicas morfoldgicas, pode ser considerado como parte do fenotipo, embora,
deva-se admitir o seu baixo valor adaptativo comparado com outras caracteristicas
morfoldgicas, como por exemplo tamanho, coloragdo, derivados cutineos, etc.
(BENAZZI, 1973).

Analises comparativas de complementos cromossdmicos, entretanto, ndo
respondem a todos os problemas de sistematica e evolugdo. Quando espécies
relacionadas s3o examinadas, cariotipos similares indicam uma separagdo
relativamente recente, enquanto cariotipos muito diferentes indicam uma separagéo
mais antiga (SOLA et al.,, 1981). Entretanto, em alguns grupos o padrdo
cromossOmico tem persistido inalterado por longos estagios evolutivos, enquanto em
outros grupos mudang¢as marcantes ocorreram, mesmo em espeécies muito
relacionadas, como € o caso dos peixes. Estas observagdes levantaram algumas
duvidas sobre o valor da Citotaxonomia. Nas primeiras décadas da Citogenética, o
caridtipo teve o seu significado evolutivo contestado por alguns eminentes
pesquisadores que acreditavam que ndo eram 0S Cromossomos, mas 0s genes que
eles contém que tinham importancia. Em 1925, porém, Sturtevant demonstrou que o
efeito de um locus ndo depende somente da natureza do gene mas também da sua

posi¢do em relagdo aos outros genes (BENAZZI, 1973).



As bases fisicas da evolugdo ndo sdo, portanto, representadas somente
pelos genes, mas também pelos cromossomos como entidades morfologicas bem
definidas, caracterizadas pela seqii€éncia e associagdes génicas, pela posi¢do
centromérica e por uma distribuigdo de eucromatina e heterocromatina
determinadas. Isto obviamente devolve o valor e significado da Citotaxonomia no
seu aspecto tradicional, isto €, da analise morfologica do genoma (BENAZZI, 1973).

O valor evolutivo das variagdes cromossomicas foi posteriormente muito
estudado. Segundo GOLD (1979), a evolugdo dos organismos, incluindo a
especiacdo, envolve muitas vezes rearranjos cromossomicos. Realmente, muitos
estudos filogenéticos usam numero e morfologia cromossdmica € com menos
freqii€ncia, alguns tipos de bandas cromossomicas. Os rearranjos ou translocagdes
Robertsonianas que consistem em fusdes e fissdes de cromossomos através dos
centrOmeros € as inversdes, envolvendo o centrdmero (pericéntricas) ou ndo
(paracéntricas), sdo variagdes uteis filogeneticamente (SESSIONS, 1990). A
hipotese de que os rearranjos cromossomicos estdo relacionados com a evolugdo dos
organismos postula que o numero de rearranjos pode estar relacionado com o grau
de evolugdo morfoldgica exibida por uma linhagem através do tempo. Assim, formas
morfologicamente mais conservadas devem mostrar menores mudangas em relagéo a
um caridtipo ancestral se comparado a formas que tiveram rapidas mudangas
adaptativas (WILSON ez al., 1974).

Ainda assim, a importdncia destas diferencas na estrutura dos

cromossomos no processo de especiagdo ainda ndo esta clara (PATTON &



SHERWOOD, 1983). Segundo CHRISMAN et al. (1990), os rearranjos e
duplicagbées cromossdmicas foram os principais mecanismos de evolugdo dos
peixes, incluindo especiagdo e OLIVEIRA (1994) acredita que existem varias
evidéncias da ocorréncia desses rearranjos muito cedo no processo de especiagdo.
Segundo SOLA et al. (1981), a capacidade de adaptagdo dos peixes tem levado a
uma colonizacdo de diferentes habitats aquaticos e a ocupagdo de nichos
extremamente especializados e isto ndo poderia ser totalmente explicado pelo
1solamento geografico, sendo o0s mecanismos cromossdmicos possivelmente
responsaveis em parte pela especiagio.

Essa discussdo tem sido dificultada devido a aceitagdo de um conceito de
espécie que leva em conta apenas o isolamento reprodutivo. Assim, com o
surgimento de novos conceitos, considerando espécie como um agrupamento de
individuos com manuteng¢do de uma unidade fenotipica (TEMPLETON, apud
GOSLING, 1994) e com um padrido de ancestralidade e descendéncia (ELDREDGE
& CRACRAFT, 1980), a existéncia de diferengas cromossdmicas, ainda que ndo
garantam um isolamento reprodutivo, sdo importantes no diagnostico de novas
espécies (OLIVEIRA, 1994).

A Citogenética teve a sua importancia firmada e, ao longo de sua historia,
pode ser dividida em varias épocas, onde em cada uma delas surgiram inovagdes
tecnologicas. A época moderna da Citogenética teve inicio com o desenvolvimento
de técnicas como o tratamento hipotdnico que proporciona um melhor espalhamento

das metafases, permitindo observagdes seguras dos numeros e formas



cromossOmicas; a utilizagdo dos bandeamentos cromossdmicos, tais como as regides
organizadoras de nucléolos coradas pelo nitrato de prata (Ag-RONs) e a
heterocromatina constitutiva (bandas C ) e, mais recentemente, de fluorocromos
base-especificos e endonucleases de restrigdo, que permitem uma melhor
identificacdo de cromossomos homologos, na comparagdo de cariotipos de uma
mesma espécie € homeoldgos comparando caridtipos de espécies diferentes; e, da
hibridizagéo in situ, que pode localizar sequéncias especificas de ADN, através de
sondas de acidos nucléicos.

Nas ultimas décadas, a Citogenética tém progredido muito na elucidagéo
da histdria filogenética através das investigagdes moleculares. No debate sobre quais
dados (morfologicos ou moleculares) sdo melhores para estimar filogenia, ha muita
controvérsia. Entretanto, para os sistematas o que importa € se Os caracteres
examinados exibem variagdes apropriadas as questdes, se tém uma base genética
clara e independente e se os dados sdo coletados e analisados de forma que seja
possivel comparar e combinar hipoteses filogenéticas derivadas deles. Na verdade,
cada proposta tem suas vantagens e desvantagens (MORITZ & HILLIS, 1990).
Sendo o primeiro objetivo de estudos filogenéticos reconstruir a historia evolutiva
de um grupo de organismos que t€ém uma unica historia, qualquer tipo de estudo
sistematico, seja morfologico ou molecular, deve chegar a um consenso e a

congruéncia entre estes dois tipos de estudo deve ser uma forte evidéncia de que

esta historia foi descoberta (HILLIS, 1987).



Geralmente, estudos que incorporam dados moleculares e morfologicos
vdo proporcionar descrigdes e interpretagdes muito melhores da diversidade
biologica, embora seja possivel discutir alguns problemas sistematicos com qualquer
um dos tipos de dados 1soladamente (MORITZ & HILLIS, 1990).

Embora nédo seja possivel obter conclusées decisivas sobre relagdes
filogenéticas através de comparagdes com caridtipos de diferentes espécies, as
analises cariotipicas podem complementar outras avaliagdes taxondmicas (SOLA
etal., 1981).

Em relacdo a Citogenética de Peixes, embora tenha tido inicio ha
aproximadamente 100 anos, foi somente por volta de 1960, com o desenvolvimento
de novas técnicas de preparagdo e analises cromossOmicas que os trabalhos
comecaram a apresentar resultados mais precisos, embora se referindo apenas a
numeros e formas cromossdmicas.

Devido a sua posi¢do basal na evolugdo dos vertebrados, os peixes sdo um
importante instrumento para o estudo de evolu¢do animal e desenvolvimento dos
vertebrados em geral (CHIARELLI & CAPANNA, 1973; OJIMA, 1983). Por esta
razdo, informagdes carioldgicas mais precisas sobre este grupo sdo muito
importantes, mas, devido a dificuldades em relagdo a algumas técnicas, a
Citogenética de Peixes apresenta um certo atraso, principalmente em comparagdo
aos estudos com mamiferos.

De qualquer maneira, na medida em que os problemas estdo sendo

minimizados, a Citogenética de Peixes vem contribuindo muito com outras areas,



como € o caso da Genética de Melhoramento Animal, da Piscicultura e da
Zoogeografia, além de ser uma importante ferramenta na Taxonomia e Sistematica
(ALMEIDA-TOLEDO et al., 1993). Deste modo, uma boa -caracterizagdo
cromossOmica das espécies, o levantamento de evidéncias cariotipicas de suas
relacdes evolutivas, um suporte adicional na identificagdo de espécies
taxonomicamente problematicas e em possiveis casos de espécies cripticas, tém sido
algumas das contribuigées importantes da Citogen€tica na Taxonomia de peixes
(BERTOLLO et al., 1986). No Brasil, por exemplo, apos vinte anos de estudos em
Citogenética de Peixes, ja se conhecem as grandes tendéncias de evolugdo
cromossOmica dos principais grupos, com grandes contribuigdes para o melhor
entendimento da Biologia, Taxonomia e Filogenia destes animais (GALETTI et al.,

1994).



1.2- ORDEM SCORPAENIFORMES

1.2.1- Classificagao (Segundo NELSON, 1994)

Osteichthyes
Actinopterygii
Teleostei
Euteleostei
Acanthopterygii
Scorpaeniformes
Dactylopteroidei
Dactylopteridae
Scorpaenoidei
Scorpaenidae
Caracanthidae
Aploactinidae
Pataecidae
Gnathanacanthidae
Congiopodidae
Triglidae
Platycephaloidei
Bembridae (Bembradidae)
Platycephalidae
Hoplichthydae (Oplichthydae)
Anoplopomatoidei
Anoplopomatidae
Hexagrammoidel
Hexagrammidae
Normanichthyoidei
Normanichthyidae
Cottoidei
Cottoidea
Ramphocottidae
Ereuniidae
Cottidae
Comephoridae
Abissocottidae
Hemitripteridae
Cottocomephoridae
Agonidae
Psychrolutidae
Bathychthyidae
Cyclopteroidea
Cyclopteridae
Liparidae (Liparididae)
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1.2.2- Aspectos Gerais e Relacdes Filogenéticas

REGAN (1913) propds uma classificagdo para a ordem Scorpaeniformes
(Scleroparei ou Loricati) que foi aceita durante quase toda a primeira parte deste
século, e a definiu como um grupo natural muito grande e variado.

Atualmente a classificagdo da ordem pode ser considerada provisoria,
com suas 7 subordens reconhecidas indefinidas e servindo para agrupar as familias
mais relacionadas entre si, agrupamento este cujos limites s@o subjetivos e portanto
controversos (NELSON, 1994).

A ordem Scorpaeniformes contém cerca de 25 familias, 266 géneros e
1271 espécies, a maioria marinhas. Este grupo ¢ muito diversificado
morfologicamente e constitui-se na quinta maior ordem de peixes. Duas familias,
Cottocomephoridae e Comephoridae, sdo exclusivas de agua doce e endémicas do
Lago Baikal, na Russia e apenas Cottidae caracteriza-se por apresentar
representantes marinhos e de agua doce. Os escorpeniformes sdo, muitas vezes,
bentdnicos ou epibentdnicos e apresentam ampla distribuigdo geografica, sendo
encontrados desde praticamente todos os mares tropicais e temperados at€ os
Oceanos Artico e Antartico (NELSON, 1994; WASHINGTON et al., 1984a).

No sudeste do Brasil ocorrem 4 familias: Scorpaenidae, Triglidae,
Congiopodidae e Dactylopteridae (FIGUEIREDO & MENEZES, 1980). A posi¢do
filogenética de Dactylopteridae continua problematica, com alguns autores

considerando este grupo como uma familia de Scorpaeniformes (MATSUBARA,
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apud WASHINGTON et al., 1984a ; WASHINGTON et al., 1984a; ESCHMEYER,
1990; NELSON, 1994; entre outros), outros o considerando como uma ordem a
parte (GREENWOOD et al., 1966, LAUDER & LIEM, 1983; JOHNSON, 1993;
JOHNSON & PATTERSON, 1993; entre outros), € outros autores ainda, como
PIETSCH (1978), acreditam que os dactilopterideos compartilham varias
especializacdes com alguns subgrupos de Gasterosteiformes, tais como
Syngnathidae.

MATSUBARA (apud WASHINGTON et al., 1984a), embora tenha
aceitado varias diferencas osteologicas entre dactilopterideos e escorpeniformes,
observou que os primeiros possuem um arranjo dos ossos suborbitais caracteristico
de escorpenideos e triglideos. Este autor acredita que dactilopiterideos, triglideos e
peristediideos tenham evoluido de um ancestral escorpenideo generalizado. Ja
WASHINGTON et al. (1984a) sugerem que estes tré€s grupos, juntamente com uma
subfamilia de Scorpaenidae, Apistinae, tém um ancestral comum. FREIHOFER
(1963) observou que os peixes da familia Dactylopteridae e Triglidae ndo possuem
um nervo craniano e que isto daria a eles uma posi¢do mais derivada em relagédo aos
peixes da familia Scorpaenidae, onde este nervo esta presente.

Neste trabalho, foram entdo consideradas estas quatro familias de
Scorpaeniformes ocorrentes no Sudeste do Brasil.

Os representantes desta ordem apresentam o 0sso suborbital aumentado
formando um processo suborbitario. Este processo consiste de uma extensdo

posterior do terceiro infra-orbital até o pré-opérculo, que com frequéncia, €
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fortemente preso a este 0sso. Este processo pode ser aparente superficialmente,
embora a sua detec¢do geralmente necessite de dissec¢do (HART, 1973; NELSON,
1994). Este ¢ o unico carater conhecido que define a ordem (WASHINGTON et al.,
1984a), entretanto, alguns autores acreditam que este processo se desenvolveu
varias vezes, independentemente, em varias linhagens indicando que a ordem ndo
seja monofilética (MATSUBARA, apud WASHINGTON et al., 1984a; QUAST,
1965, GREENWOOD et al., 1966; NELSON, 1994; entre outros).

Os escorpaeniformes, em geral, t€m uma tendéncia a apresentar a cabega
€ 0 corpo com espinhos ou placas Osseas como resultado de uma hipertrofia ou
ossificagdo especializada (LAUDER & LIEM, 1983), além de possuirem nadadeiras
peitorais e caudais arredondadas, embora ocasionalmente sejam truncadas ou
furcadas (NELSON, 1994).

MATSUBARA (apud WASHINGTON et al., 1984b) reconheceu varias
linhagens entre os Scorpaeniformes, tais como: 1) Hexagrammidae,
Anoplopomatidae e Scorpaenidae mais generalizados, 2) Peristediidae, Triglidae e
Dactylopteridae; 3) Scorpaenidae mais especializados, Bembridae, Platycephalidae e
Hoplichthydae; 4) Cottidae e Agonidae, e, 5) Cyclopteridae e Liparididae.
FREIHOFER (1963), baseado na forma e orientagdo do nervo facial recorrente e
QUAST (1965), baseado em osteologia e outras evidéncias, concluiram que esta
ordem deve ser um grupo artificial contendo pelo menos trés linhas evolutivas

distintas, que sdo: Scorpaenidae, Anoplopomatidae e Hexagrammidae-Cottidae,
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onde Scorpaenidae apresenta as condi¢des mais primitivas e Cottidae as mais
derivadas, com Hexagrammidae apresentando caracteristicas intermediarias.

As relagdes filogenéticas dos Scorpaeniformes sdo também indefinidas.
Varios autores (MATSUBARA apud WASHINGTON et al., 1984b, LAUDER &
LIEM, 1983; entre outros) acreditam que os escorpeniformes evoluiram de um
ancestral perciforme generalizado devido a similaridades na forma geral do corpo e
caracteres anatdomicos € osteoldogicos entre escorpenideos generalizados e
Perciformes. Muitos autores, entretanto, acreditam que os Scorpaeniformes sejam
um grupo polifilético, e por isso, tenham se originado de varios grupos diferentes.
GREENWOQOD et al. (1966) observaram que a linhagem dos Anoplopomatidae tém
similaridades com a ordem Gadiformes, a linhagem Hexagrammidae-Cottidae com a
ordem Batrachoidiformes e os Scorpaenidae com a ordem Perciformes, sendo as
espécies mais parecidas com estes ultimos, as mais generalizadas da ordem.

Levando em consideragdo que entre os Scorpaeniformes muitos grupos
mostram uma reducdo ou perda do processo suborbitario, outros grupos também
podem ter tido esta perda e, grupos que tenham perdido os 0ssos circumorbitais e
possivelmente um processo suborbitario, devam ser também considerados no estudo
destas relagées (WASHINGTON et al., 1984b).

GREENWOOD et al. (1966) e NELSON (1994), consideram os
escorpeniformes como um grupo “pré-perciformes”. Ja JOHNSON & PATTERSON
(1993), acreditam que este grupo assim como alguns grupos “pos-perciformes”, do

ponto de vista cladistico, estariam melhor colocados entre os Perciformes.
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Entretanto, como os autores ainda n3o tém como caracterizar esta hipotese,
consideram os Scorpaeniformes, Perciformes, Pleuronectiformes, Tetraodontiformes
e Dactylopteriformes, juntamente com os Smegmamorpha (Atherinomorpha,
Mugiloidei, Gasterosteiformes, Elassomatidae e Synbranchyformes) como um grupo
monofilético denominado Percomorpha, com uma policotomia ndo resolvida.

Sendo assim, os limites da ordem, das subordens, das familias e a
distribui¢do das familias nas subordens, assim como as suas relagées filogenéticas,
sdo ainda muito confusas, necessitando de estudos mais amplos e sobre diversos

aspectos para maiores esclarecimentos.

1.2.2.1- Familia Dactylopteridae

A familia Dactylopteridae ¢ muito pequena, possuindo 2 géneros e,
aproximadamente, 7 espécies, todas marinhas, sendo encontradas nos Oceanos Indo-
Pacifico (Dactyloptena) e Atlantico (Dactylopterus) (NELSON, 1994).

Os peixes desta familia apresentam um escudo cefalico dsseo bem
desenvolvido e nadadeiras peitorais muito longas. Nestes peixes, entretanto, a
nadadeira peitoral € separada em uma parte superior grande e uma inferior pequena,
cujos raios ndo sdo separados. Possuem um espinho quilhado, estendendo-se da
parte posterior de cada lado da cabega até a parte média da nadadeira dorsal
anterior, um espinho forte se prolongando do dngulo do pré-opérculo e um espinho

na nadadeira pélvica. Possuem dois espinhos livres anteriores a nadadeira dorsal e
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nadadeiras pélvicas toracicas. A boca € pequena e inferior. Apresentam 0 cOrpo
coberto por escamas fortemente carenadas. sem linha lateral aparente e chegam a
medir 50 cm de comprimento. Habitam fundo de areia ou lama, onde praticamente
andam com o auxilio dos cinco primeiros raios das nadadeiras peitorais e, ao
contrario do que muitos pensam. ndo utilizam as grandes peitorais para planar fora
da agua, como € o caso dos peixes da tamilia Exocoetidae (Cyprinodontiformes). Na
verdade, os peixes da familia Dactylopteridae conseguem “planar” apenas debaixo
da agua. (CERVIGON, 1966, FIGUEIREDO & MENEZES, 1980; BOHLKE &
CHAPLIN, 1993; NELSON, 1994).

Os ovos dos peixes desta familia sdo pelagicos e pequenos, levemente
ovoides, com um unico globulo de oleo (WASHINGTON et al.. 1984a).

Néo se sabe ainda se os peixes desta familia apresentam algum tipo de
peconha nos espinhos, mas foram registrados alguns casos de ataque a banhistas em
que a perna tferida ficou imediatamente paralisada (BREDER Jr.. 1963). Segundo
FIGUEIREDO & MENEZES (1980), no litoral do Rio de Janeiro ocorre apenas a

especie Dactylopterus volitans (Linnaeus. 1758).

1.2.2.2- Familia Scorpaenidae

Esta familia possui aproximadamente 56 géneros e 388 especies,

amplamente distribuidas em aguas rasas de mares tropicais e temperados (NELSON,

1994). A maior diversidade de espécies desta familia € encontrada no Oceano Indo-
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Pacifico , sendo que no Oceano Atlantico sdo reconhecidas apenas 58 espécies
distribuidas em 11 géneros (ESCHMEYER, 1969). Esta familia encontra-se ainda
pouco estudada, apresentando varios problemas sistematicos.

Os representantes da familia Scorpaenidae possuem o corpo robusto ou
moderadamente comprimido, com a cabeg¢a volumosa e com espinhos em cristas
osseas. O processo suborbitdrio, geralmente, € fortemente preso ao pré-opérculo.
Apresentam 4 ou S espinhos no pré-opérculo e 2 no opérculo. A boca € terminal e
geralmente grande. Os pré-maxilares sdo protrateis. A linha lateral € simples e
continua. A nadadeira dorsal € continua, mas pode apresentar um entalhe profundo
dividindo-a em duas partes. Quando apresentam escamas, estas geralmente sdo do
tipo ctenoide. Os peixes desta familia habitam fundos de pedras, corais, areia e algas
em aguas costeiras, alimentando-se de pequenos peixes e crustaceos (FIGUEIREDO
& MENEZES, 1980, BOHLKE & CHAPLIN, 1993).

A maioria dos Scorpaenidae apresenta fertilizacdo interna, depositando os
ovos em baldes gelatinosos pelagicos que chegam a 20 cm de diamétro e alguns
dando a luz a individuos jovens, como € o caso dos géneros Sebastes e Helicolenus
(NELSON, 1994, WASHINGTON et al., 1984a). A maioria dos peixes dessa
familia sdo sedentarios ou se locomovem por distancias limitadas (HARTMANN,
1987). Algumas espécies possuem espinhos pegonhentos nas nadadeiras dorsal, anal
e pé€lvica, o que, aliado a coloragdo que os torna quase imperceptiveis no ambiente,
pode causar ferimentos dolorosos a nadadores e mergulhadores. Embora algumas

espécies sejam comprovadamente mais pegonhentas que outras (género Pterois, do
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Indo-Pacifico), ao lado de algumas que nio sdo pegonhentas, o comportamento de
defesa da familia como um todo é muito semelhante, principalmente no que diz
respeito ao posicionamento dos espinhos em dire¢do a qualquer objeto que se
aproxime (BREDER Jr., 1963).

No litoral do Riode Janeiro ocorrem 4 espécies do género Scorpaena:
S. brasiliensis Cuvier, 1829; S. dispar Longley & Hildebrand, 1940; S. isthmensis
Meek & Hildebrand, 1928 e S. plumieri Bloch, 1789, e uma do género Pontinus:
P. rathbuni Goode & Bean, 1896 (FIGUEIREDO & MENEZES, 1980). Nesta
regido, assim como no restante do sudeste do Brasil, as espécies da familia ndo t€ém
valor comercial, ao contrario do que ocorre em regides temperadas (FIGUEIREDO
& MENEZES, 1980). Mais recentemente, na California, espécies de escorpenideos

vém se tormando importantes tanto na pesca comercial como esportiva

(HARTMANN, 1987).

1.2.2.3- Familia Congiopodidae

Esta familia possui 4 géneros e 17 espécies, todas marinhas (NELSON,
1994). Séo peixes de aguas frias, restritas ao hemisfério sul, proximos as costas da
Ameérica do Sul (Atlantico e Pacifico), Africa do Sul, Australia, Nova Zelandia e de
ilhas subantarticas (HUREAU, 1971).

Assim como os peixes da familia Scorpaenidae, os congiopodideos

possuem cristas e espinhos 0sseos na cabega. O corpo € alongado e comprimido e o
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pertil anterior da cabega € quase vertical. Ndo apresentam escamas no corpo € a pele
as vezes € granulosa. A linha lateral é. geralmente. bem desenvolvida. A nadadeira
dorsal € longa, com a origem logo acima dos olhos e se estendendo até proximo a
base da cauda. sendo a parte anterior com espinhos, maior que a posterior, com
raios. Produzem ovos pelagicos individuais € nd3o apresentam valor comercial
(FIGUEIREDO & MENEZES., 1980, WASHINGTON et al., 1984a; NELSON,
1994).

Segundo FIGUEIREDO & MENEZES (1980), no sudeste do Brasil

ocorre apenas uma espécie: Congiopodus peruvianus (Cuvier, 1829).

1.2.2.4- Familia Triglidae

A famiha Triglidae possui cerca de 14 géneros e 100 espécies totalmente
marinhas. distribuidas em todos os mares tropicais e temperados (NELSON, 1994).

Os representantes desta tfamilia possuem o corpo alongado,
moderadamente comprimido e coberto por escamas ou placas osseas. Estes peixes
sdo superficialmente semelhantes aos peixes da familia Dactylopteridae, pois
também possuem a cabega grande e com placas osseas, algumas delas armadas com
espinhos e cristas, e nadadeiras peitorais longas. Os olhos sdo altos e a boca ¢
terminal ou sub-inferior. Os pré-maxilares sdo protrateis. O corpo € constituido por
escamas ctenoides. A linha lateral € continua, quase reta, levemente arqueada na

parte anterior. Possuem 3 raios livres na parte inferior da nadadeira peitoral,
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grossos e digitiformes e com fungdo tatil, que utilizam para explorar o substrato a
procura de moluscos e crustaceos. Chegam a alcangar 50 cm de comprimento e por
sua carne ndo ser considerada de boa qualidade ndo s@o apreciados como alimento,
embora em algumas partes do mundo sejam consumidos. Sdo habitantes de fundos
de areia ou lama da plataforma continental e também proximos a ilhas (GINSBURG,
1950, CERVIGON, 1966, FIGUEIREDO & MENEZES, 1980).

Os peixes da familia Triglidae também produzem ovos pelagicos
individuais, sendo que os do género Prionotus t€ém multiplos globulos de odleo
(WASHINGTON et al., 1984a).

Os triglideos produzem sons através de musculos ligados a bexiga
natatoria e, algumas espécies parecem produzir estes sons, mais intensamente, na
época da desova (BOHLKE & CHAPLIN, 1993).

No litoral do Rio de Janeiro, segundo FIGUEIREDO & MENEZES
(1980), ocorre uma espécie do género Bellator: B. brachychir (Regan, 1914); e 2 do
género Prionotus: P. nudigula Ginsburg, 1950 e P. punctatus (Bloch, 1797). Estes
dois géneros sdo endémicos das Américas e considerados como da subfamilia
Prionotinae por MILLER & RICHARDS (1991), embora NELSON (1994) dé€ a este
grupo o “status” de tribo e considere a subfamilia Triglinae. O género Prionotus € o

maior dentro da familia (BOHLKE & CHAPLIN).



1.2.3- Aspectos Citogenéticos

Apesar da Citogenética de peixes se encontrar em pleno desenvolvimento
com a utiliza¢do de técnicas avangadas de bandeamentos cromossomicos € Genética
Molecular, a grande maioria dos trabalhos realizados se restringem a apresentar
somente oS numeros cromossomicos e/ou formulas cariotipicas das espécies
estudadas, que somam menos de 10% do total de espécies de peixes conhecidas até
o momento (GOLD et al.. 1990). De aproximadamente 20.000 espécies de peixes
catalogadas at¢é o momento. cerca de 1.000 t€ém o numero cromossdémico
estabelecido e 800 possuem o cariotipo totalmente conhecido (OJIMA, 1983).

Os primeiros trabalhos de Citogenética com representantes da ordem
Scorpaeniformes datam do final da década de 20, e se limitam a descrever
meramente os numeros e formas cromossomicas (HANN. 1927. MAKINO, 1937,
entre outros). Das 1271 espécies de Scorpaeniformes, apenas 53 foram cariotipadas
até o momento, as quais pertencem as familias Scorpaenidae (NOGUSA, 1960;
ARAI & KATSUYAMA. 1973. CATAUDELLA et al.. 1973, NISHIKAWA et al..
apud ARAI & FUIJIKI, 1978; SASAKI & SAKAMOTO, 1977, SOLA et al., 1978,
IDA et al.. 1982; VITTURI et al., 1989; YOKOYAMA et al, 1992; YU et al.,
1992; UENO et al., 1992), Triglidae (VITTURI et al., 1989), Hexagrammidae
(MAKINO, 1937, NOGUSA, 1960, MATSUMIYA et al., 1980, NISHIKAWA &
SAKAMOTO, 1982; YU et al., 1992) e Cottidae (HANN, 1927, NOGUSA, 1960,

POST apud ARAI & FUIJIKI, 1978, CHEN apud ARAI & FUIJIKI, 1978,
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STARMACH, 1967, ABE, 1972; ABE, 1976 ARAI & FUIJIKI, 1978, CUCCHI &
BARUFALDI, 1980, IDA et al., 1989; VITTURI & RASOTTO, 1990,
TERASHIMA & IDA, 1991). Destas espécies, 40 apresentam um numero diploide
1gual a 48 cromossomos.

Trabalhos com analises de bandas C e Ag-RONs foram realizados com
algumas espécies das familias Scorpaenidae (THODE et al., 1985; YOKOYAMA et
al., 1992) e Cottidae (VITTURI et al., 1989). GILES et al. (1988) realizaram
estudos preliminares de bandas de replicagdo em duas espécies da familia

Scorpaenidae.

1.3- OBJETIVOS

Visando contribuir para a identificagdo da evolugdo cromossdmica na
ordem SCORPAENIFORMES, procurou-se:
1- Caracterizar citogeneticamente 4 espécies do grupo ocorrentes no litoral do Rio
de Janeiro através da coloragdo convencional Giemsa,
2- Identificar as Regides Organizadoras de Nucléolos (RONs) através da coloragdo
com nitrato de prata e com fluorocromo GC-especifico (Mitramicina A) das duas
espécies do género Scorpaena,
3- Vertificar a distribui¢do de heterocromatina constitutiva através do bandeamento
C, com hidroxido de bario das duas espécies do género Scorpaena,

4- Inferir sobre a Citotaxonomia e relagdes filogenéticas desta ordem de peixes.



2- MATERIAIS E METODOS

2.1- ESPECIES ESTUDADAS

As 4 espécies analisadas citogeneticamente no presente estudo
apresentam a seguinte classificagdo (NELSON, 1994):
SCORPAENIFORMES
Dactylopteroidei

Dactylopteridae
Dactylopterus Lacepede. 1801
Dactylopterus volitans (Linnaeus, 1758)
Scorpaenoidei
Scorpaenidae
Scorpaeninae
Scorpaena Linnaeus. 1758
Scorpaena brasiliensis Cuvier, 1829
Scorpaena isthmensis Meek & Hildebrand, 1928
Triglidae
Triglinae
Prionotus Lacepede, 1801

Prionotus punctatus (Bloch, 1797)
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Davtylopterus volitans (Linnaeus, 1758)
(Voador - Figura 1)

Espécie de habito benténico encontrada em fundos de areia, lama e
pedras, € freqiilentemente encontrada na orla da praia a poucos centimetros de
profundidade. Apresenta uma coloragdo escura no dorso com as peitorais também
escuras € com pequenas manchas azuis, sendo a parte interna toda azul. Esta
nadadeira se extende além do final da base da anal, chegando a mais de 70% do
comprimento total. Possui 2 espinhos livres na frente da primeira dorsal e o espago
interorbital € marcadamente cOncavo. Nao apresenta linha lateral. Alimenta-se
principalmente de crustaceos, moluscos e pequenos peixes bentonicos e chega a 45
cm de comprimento. E encontrada em ambos os lados do Atlantico, sendo que no
Atlantico Ocidental ocorre desde as Bermudas e Massachusetts até a Argentina
(CERVIGON, 1966; FIGUEIREDO & MENEZES, 1980, UYENO et al., 1983,

BOHLKE & CHAPLIN, 1993).

Scorpaena brasiliensis Cuvier, 1829
(Manganga - Figura 2a)

E a espécie do género mais comum no Atlantico Ocidental, encontrada
em aguas rasas até aproximadamente 100m de profundidade. De habitos
sedentarios, costuma ficar em repouso sobre fundos de areia, pedras e corais onde
se torna quase imperceptivel devido a sua coloragdo e por se cobrir de areia. Seus

espinhos apresentam pegonha e, embora seja comestivel, ndo apresenta importancia
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comercial. O corpo apresenta-se com manchas irregulares e atras da cabega possui
duas manchas escuras. Apresenta o corpo coberto com escamas cicloides, linha
lateral completa até a base da caudal, depressdo occipital presente e pontos escuros
na parte interna das nadadeiras peitorais sobre fundo claro. Se distribui no Atlantico
ocidental, da Virginia at€é o Rio de Janeiro e em todo o Golfo do México. Pode
chegar at¢ 35 cm de comprimento e se alimenta de crustaceos e pequenos peixes
(CERVIGON, 1966, ESCHMEYER, 1969; FIGUEIREDO & MENEZES, 1980;

UYENO et al., 1983).

Scorpaena isthmensis Meek & Hildebrand, 1928
(Manganga - Figura 2b)

Esta espécie, como a anterior, € encontrada em aguas rasas de fundos
arenosos e pedregosos, embora esporadicamente ocorra em profundidades de cerca
de 100 m. Apresenta também uma coloragdo escura na parte superior do corpo, mas
na parte ventral, € rosada com circulos esbranqui¢ados. As nadadeiras peitorais, anal
e caudal apresentam bandas transversais escuras. O corpo também apresenta
manchas irregulares, mas com apenas uma mancha escura atras do opérculo. Possui
uma mancha negra bem visivel entre o quarto e quinto espinhos da dorsal, regido
occipital com uma fosseta profunda e bem marcada e crista suborbital lisa, sem
espinhos. Alcanga pouco mais de 15 cm de comprimento e se distribui do Panama
ao Rio de Janeiro (CERVIGON, 1966; FIGUEIREDO & MENEZES, 1980,

UYENO et al., 1983).



Prionotus punctatus (Bloch, 1797)
(Cabrinha - Figura 3)

Espécie bentonica de fundos de areia e lama € também encontrada em
pogas de zonas entre-mar€s € proximo a areas estuarinas. Geralmente encontrada
entre 18 e 70m de profundidade, as vezes muito proximo a costa. Sua coloragédo €
castanho-claro na parte dorsal, mais clara lateralmente e branca ventralmente. Acima
da linha lateral apresenta pequenas manchas e abaixo, 5 manchas grandes,
arredondadas e avermelhadas, dispostas numa série longitudinal até a origem da
caudal. Parte inferior externa das nadadeiras peitorais azul e o restante marrom
escuro com manchas ovaladas e o bordo superior intermo azulado. Chega a medir
40cm de comprimento e, embora os maiores exemplares sejam aproveitados pelos
pescadores, ndo sdo encontrados nos mercados. Se alimenta de crustaceos e se
Yistribui da Georgia até a Argentina e no norte do Golfo do México (CERVIGON,

1966; FIGUEIREDO & MENEZES, 1980; CERVIGON et al., 1992).



Figura 1- Exemplar da espécie Dactylopterus volitans estudada no presente

trabalho: a) vista lateral; b) vista dorsal.



Figura 2- Exemplares das espécies de Scorpaena estudadas no presente trabalho:

a) Scorpaena brasiliensis, b) Scorpaena isthmensis.



Figura 3- Exemplar da espécie Prionotus punctatus estudada no presente trabalho:

a) vista lateral: b) vista dorsal.
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2.2- COLETAS

As coletas foram realizadas no periodo de fevereiro de 1993 a janeiro de
1995. Os exemplares das espécies aqui estudadas foram coletados em diferentes

pontos da Baia de Guanabara, no Estado do Rio de Janeiro (Figura 4).

2.2.1- Local de Coleta

A Baia de Guanabara, localizada no litoral do Estado do Rio de Janeiro,
esta contida na Regido Metropolitana do Estado. Sua bacia hidrografica possui cerca
de 35 rios de maior importancia. Este complexo ecossistema, constituido por 381
Km? de area, incluindo 44 Km? de 42 ilhas e ilhotas, um perimetro de 131 Km e um
volume de 2 bilhdes de m® de agua, possui suas margens cercadas por cerca de 6000
industrias, constituindo o segundo parque industrial do pais e responsaveis por 80%
da poluigdo industrial langada na Baia. Além disso, possui uma refinaria de grande
porte (REDUC), terminais maritimos de petroleo, postos de servigos e estaleiros,
que juntos, langam por dia quase S toneladas de 6leo na Baia; 2 portos comerciais
(Rio de Janeiro e Niteroi), vazadouros de lixo e redes de drenagem de esgoto
domeéstico. Todos estes problemas levaram a Baia a um alto grau de poluigdo que
vem acarretando varios danos como a diminuigdo da pesca comercial em 90% nos
ultimos anos, destrui¢do paulatina dos manguezais, violagdo dos padroes de

balneabilidade em grande parte de suas praias, € mais 0 assoreamento crescente



30

determinando a necessidade constante de dragagens. Ainda assim, este ecossistema
se apresenta com vida bastante intensa, principalmente na area do canal central que
apresenta boa qualidade de agua, com niveis de oxigénio dissolvido dentro dos
padrdes normais. Além disso, nesta regido podem ser encontradas varias espécies de
peixes, crustaceos e moluscos, propiciando o sustento de cerca de 6000 pescadores,
com uma produc¢do média de 260 t/més de pescado e 20 t/més de mexilhdo (PINHO-

FILHO, 1990).

# Praia Vermelha e Praia da Urca
Foram coletados na Praia Vermelha e Praia da Urca, através de mergulho
com garrafa e auxilio de pug¢a, 13 exemplares de Scorpaena isthmensis (8 fémeas, 4

machos e 1 de sexo indeterminado).

+ Canal Central

Foram coletados no canal central da Baia de Guanabara, através de
arrastos-de-fundo, 10 exemplares de Scorpaena brasiliensis (5 fémeas, 4 machos e 1
de sexo indeterminado), os demais exemplares de Scorpaena isthmensis (7
fémeas e 13 machos), 22 exemplares de Prionotus punctatus (6 fémeas, 9 machos
e 7 de sexo indeterminado), e 10 exemplares de Dactylopterus volitans (1 fémea, 7

machos e 1de sexo indeterminado).
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OCEANO ATLANTICO

Figura 4- a) Estado do Rio de Janeiro com a Baia de Guanabara em destaque;

b) Baia de Guanabara: @ - Canal Central, @ - Praia da Urca, @ - Praia Vermelha.
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2.3- IDENTIFICACAO DO SEXO DOS EXEMPLARES ESTUDADOS

Devido a maioria dos peixes ndo apresentarem dimorfismo sexual
externo, a identificagdo do sexo foi feita através da observagdo direta das gonadas
ou pela observagdo da gonada esmagada entre 1amina e laminula, ao microscopio
optico. Em alguns individuos porém, ndo foi1 possivel essa identificagdo (pelo fato
dos individuos serem muito jovens, houve dificuldade na visualizagdo das gonadas),

sendo considerados entdo, como de sexo indeterminado.

2.4- IDENTIFICACAO E CONSERVACAO DOS EXEMPLARES
ESTUDADOS

A 1dentificagdo taxondmica dos exemplares coletados foi realizada pelo
Prof. Paulo Roberto Duarte Lopes (Universidade Estadual de Feira de Santana).
Todos os animais com resultados cariotipicos positivos, depois de estudados
citogeneticamente e fixados em formalina a 10%, foram conservados em alcool
etilico a 70% e depositados em lotes na cole¢do ictiologica do Museu Nacional -
UFRJ, sob os numeros: MNRJ 13566 a 13584 ¢ MNRJ 14263 a 14268 (vide
apéndice).

E importante ressaltar que, do total de 75 exemplares estudados
citogeneticamente, apenas 30 apresentaram resultados satisfatorios, o que demonstra
a grande dificuldade de se obter bons resultados cariotipicos em relagdo a peixes

marinhos.
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2.5- ANALISES CROMOSSOMICAS

2.5.1- Preparac¢io de Cromossomos Mitoticos

A fim de adequar as melhores técnicas para obtengdo de cromossomos
mitdticos para as diferentes espécies aqui estudadas, foram utilizadas as técnicas de
preparacdo direta, tratamentos in vitro e cultura de curto termo de tecidos solidos em

suspensdo, como descritas a seguir.

2.5.1.1- Preparacgio direta

A teécnica empregada foi a de BERTOLLO (1978), modificada para

peixes marinhos por BRUM et al. (1992).

1. Injetar, intraperitonialmente, uma solu¢do aquosa de colchicina a 0,025%, na
proporcdo de 1ml/100g de peso do animal.

2. Deixar o peixe em aquario bem aerado por um periodo de 1 hora.

3. Em seguida, sacrificar o animal e retirar o rim ceféalico e/ou posterior.

4. Lavar rapidamente o rim em uma solugé@o hipotonica de KCl a 0,075M.

S. Transferir o material para uma cuba de vidro contendo aproximadamente 10 ml

de solugdo hipotonica de KCL a 0,075M.
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. Fragmentar bem o material com o auxiio de pingas de dissec¢do, completando-se
0 processo com uma seringa hipodérmica de vidro, desprovida de agulha,
aspirando e expirando o material para facilitar a separagdo das células,
proporcionando a obtengdo de uma suspensdo celular homogénea.

. Incubar a suspensdo celular em estufa a 379C por 30 minutos.

. Ressuspender cuidadosamente o material com o auxilio de uma pipeta Pasteur e
transferir a suspensdo para um tubo de centrifuga descartando os pedagos de
tecidos ndo desfeitos totalmente.

. Pré-fixar o material, adicionando 5 a 6 gotas de fixador (alcool metilico e acido
acético na proporcdo de 3:1), recém-preparado, e ressuspender cuidadosamente
com o auxilio de uma pipeta Pasteur.

10. Centrifugar durante 10 minutos a 500 rpm, descartando o sobrenadante com
pipeta Pasteur.

11. Adicionar vagarosamente, cerca de 10 ml de fixador (4lcool metilico e acido
acético na propor¢do de 3:1), recém-preparado, deixando-o escorrer pelo tubo.

12. Ressuspender cuidadosamente o material com auxilio de pipeta Pasteur.

13. Repetir os itens 10 e 11 por mais duas vezes.

14. Apos a ultima centrifugacdo e descarte do sobrenadante, adicionar de 1 a 2 ml

de fixador, de acordo com a quantidade de material sedimentado e ressuspender o
material. Este pode ser guardado no freezer, acondicionado em microtubos

plasticos (Eppendorfs) ou ser imediatamente trabalhado como descrito a seguir:



15. Pingar de 2 a 3 gotas de suspensdo celular. com uma pipeta Pasteur, sobre
diferentes regides de uma lamina bem limpa e seca, sobre uma placa aquecida a
aproximadamente 370C.

16. Secar diretamente ao ar.

17. Corar com Giemsa diluido a 5% em tampdo fosfato (Na,HPO, .12 H,O a
0,066M + KH,PO, a 0,066M) pH 6.8, durante 10 minutos.

18. Lavar em agua destilada e secar ao ar.

2.5.1.2- Tratamentos in vitro

Foram utilizadas as técnicas de MOREIRA-FILHO & BERTOLLO

(1990) e FORESTI et al. (1992), como descrito a seguir.

—

. Sacrificar o animal e retirar fragmentos do rim cefalico e/ou posterior.

)

Lavar rapidamente os fragmentos de rim em uma solu¢do hipotonica de KCL a

0,075M.

3. Transferir o material para uma pequena cuba de vidro, contendo 10 ml de
solugdo hipotonica de KCL a 0,075M.

4. Dissociar bem o material, com auxilio de pingas de dissec¢do, completando-se

esse processo com uma seringa hipodérmica de vidro, desprovida de agulha, com

movimentos de aspiragdo e expira¢do do material, facilitando a separagdo das

células para a obtengdo de uma suspensdo celular homogénea.



5. Incubar a suspensido obtida em estufa. a 370C por 15 minutos.

6. Adicionar 5 a 6 gotas de solugdo aquosa de colchicina a 0.025% e deixar em
estufa a 370C, por mais 15 minutos.

7. Ressuspender cuidadosamente o material, com o auxilio de uma pipeta Pasteur e
transferir a suspensdo para um tubo de centrifuga descartando os pedagos de
tecidos ndo desfeitos totalmente.

8. Prosseguir com os mesmos procedimentos descritos na técnica de Preparagdo

direta (itens 9 a 18).

Foi utilizada também, uma adaptacdo (AGUILAR, 1993) a técnica
descrita anteriormente, que consiste em incubar a suspensdo celular obtida em meio
de cultura (TC 199 ou RPMI), sem soro, durante 40 minutos a temperatura
ambiente, apds adicionar S a 6 gotas de solu¢do aquosa de colchicina a 0,025%. Em
seguida, ressuspende-se o material cuidadosamente, com o auxilio de uma pipeta
Pasteur e o material € transferido para um tubo de centrifuga. onde sera centrifugado
durante 10 minutos a 500 rpm. Apos descartar o sobrenadante com uma pipeta
Pasteur, adiciona-se aproximadamente 10 ml de solugdo hipotonica de KCL a
0,075M, ressuspendendo cuidadosamente o material e prossegue-se com 0s mesmos

procedimentos descritos na técnica de preparagdo direta (itens 7 a 18)



2.5.1.3- Cultura de Curto Termo de Tecidos S6lidos em Suspensao

A técnica utilizada foi descrita por FENOCCHIO et al. (1991), conforme

S€ S€gue:

—_—

Sacrificar o animal e retirar fragmentos do rim cefalico e/ou posterior.

Lavar rapidamente o rim em solugdo hipotonica de KCL a 0.075M.

Transferir o material para uma pequena cuba de vidro contendo 5 ml de meio de
cultura (TC 199 ou RPMI), contendo 20% de soro humano inativado ou soro
bovino fetal.

Fragmentar bem o material, com auxilio de pingas de dissec¢do. completando-se
esse processo com uma seringa hipodérmica de vidro, desprovida de agulha, com
movimentos de aspira¢do e expiracdo do material, facilitando a separagdo das
células. a fim de se obter uma suspensdo celular para se obter uma suspensdo
celular homogénea.

Incubar a suspensdo celular obtida a temperatura ambiente ou em estufa a
aproximadamente 30°C, por um periodo de 18 a 24 horas.

Adicionar 5 a 6 gotas de solugdo aquosa de colchicina a 0,025%, 40 minutos
antes do término da cultura.

Ressuspender o material, com cuidado, utilizando uma pipeta Pasteur e transferir

a suspensdo para um tubo de centrifuga.



8. Centrifugar durante 10 minutos a 500 rpm. descartando o sobrenadante com
auxilio de pipeta Pasteur.

9. Adicionar, vagarosamente, cerca de 10 ml de solugdo hipotdnica de KCL a
0.075M., ressuspendendo o material com pipeta Pasteur.

10. Prosseguir conforme a técnica descrita para preparagdo direta (itens 7 a 18).

2.5.1.4- Inducido de Metafases por Injecdo de Fermento

Em alguns exemplares analisados, exceto naqueles em que foram
realizadas culturas de curto termo, devido a obtengdo de poucas células em
metafase, foi necessario a indu¢do destas através das técnicas de LEE & ELDER
(1980) e BERTOLLO (1986), que consiste na estimulagdo da divisdo celular do
tecido hematopoiético (“rim cefalico™), por injecdo de uma solu¢do de leveduras
ativadas. com posterior administra¢do de colchicina, como descrita a seguir.

[. Preparar uma solu¢do de leveduras (fermento biologico Fleischmanns): 3 g de
fermento + 6 g de dextrose + 25 ml de agua morna.

2. Incubar essa solugdo a 37-40°C por aproximadamente 30 minutos, até que as
leveduras se tornem ativas (borbulhamento da solugéo).

3. Injetar subcutdneamnete, na regido dorso-lateral do animal, a suspensdo de
leveduras, na propor¢do de 1ml/100g de peso do animal.

4. Manter o peixe em aquario bem aerado por cerca de 24 horas.

5. Seguir as técnicas descritas para preparagdo direta ou tratamento “in vitro".



2.5.2-Caracterizacdo das Regidoes Organizadoras de Nucléolos (RONs)

2.5.2.1- Coloracao com Nitrato de Prata

As Regides Organizadoras de Nucléolos foram evidenciadas atraves de

coloragdo com nitrato de prata segundo a técnica d¢e HOWELL & BLACK (1980),

conforme descrita a seguir.

to

. Sobre uma ldmina preparada conforme a técnica utilizada para obtengdo de

cromossomos mitoticos, pingar 1 gota de solucdo aquosa de gelatina comercial
(sem sabor) a 2%. acrescida de acido formico a 50% na proporgdo de 1:100 de
solugdo.

Sobre a gota de gelatina, adicionar 2 gotas de solugdo aquosa de nitrato de prata a

50%. Misturar bem e cobrir com uma laminula.

. Incubar em estufa a 600C, por um periodo de 3 a 8 minutos ou monitorando ao

microscopio optico até que a ldmina e os cromossomos tenham atingido a
coloragdo ideal (RONs e nucléolos assumem uma coloragdo preta ou marrom € 0s

cromossomos € nucleos um tom amarelado).

. Lavar a lamina em agua destilada ou deionizada, possibilitando que a laminula

seja retirada pela propria agua.
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S. Caso a coloragdo com nitrato de prata tenha ficado fraca, pode-se corar com
Giemsa diluido a 2% em tampéo fosfato, pH 6,8, durante 20 a 30 segundos,
lavando em seguida com agua destilada ou deionizada.

6. Secar ao ar.

2.5.2.2- Coloragao com Fluorocromo GC- Especifico (Mitramicina A)

A coloragdo com mitramicina, evidenciando as regides organizadoras de
nucléolos, foi realizada basicamente de acordo com as técnicas descritas por
SCHWEIZER (1980) e adaptada para peixes por GALETTI & RASCH (1993) e

SCHMID (1980), que se seguem:

1. Sobre uma lamina com cromossomos colocar cerca de 150nl da solugdo de
distamicina 0.3 mg/ml, cobrir com laminula e deixar agindo por 15 minutos.

2. Escorrer a laminula e lavar em tampdo Mcllvaine (C¢HgO; H,O + Na,HPO,)
pH=7.0, durante 20-30 segundos.

3. Lavar com agua destilada durante aproximadamente 3 minutos e deixar secar por
poucos minutos.

4. Sobre a lamina, colocar 120 ul de solugdo de mitramicina 0.1 mg/ml, cobrir com
laminula e deixar por 60 minutos no escuro.

5. Lavar em tampao Mcllvaine.

6. Lavar com agua destilada durante aproximadamente 3 minutos.
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7. Secar e montar com uma nova laminula utilizando meio de solu¢do de sacarose
saturada, filtrada antes do uso.
8. Deixar a lamina guardada a temperatura ambiente. no escuro, por no minimo 15

dias antes de analisar (para aumentar a estabilidade do fluorocromo).

2.5.3- Deteccdo da Heterocromatina Constitutiva (Bandas C)

O padrio de distribuig¢do da heterocromatina constitutiva foi caracterizado
segundo a técnica de SUMNER (1972), com algumas modifica¢des, conforme
descrita abaixo.

1. Tratar o material preparado segundo a técnica de preparacdo de cromossomos

mitoticos com HCI 0.2N em temperatura ambiente, por 15 minutos.

[£9]

. Lavar em agua deionizada e secar ao ar.

3. Incubar a ldmina em solugdo 2xSSC. a 60°C, por 15 minutos.

4. Lavar em agua deionizada e secar ao ar.

5. Incubar a lamina, a 429C, por |1 minuto e 30 segundos a 2 minutos em solugdo de
hidroxido de bario (Ba(OH), . 8 H,O) a 5%, recém-preparada e filtrada.

6. Lavar varias vezes em agua deionizada e secar ao ar.

7. Incubar a lamina. novamente, em solu¢do 2xSSC, a 609C, durante 20 minutos.

8. Lavar varias vezes e secar ao ar

9. Corar com Giemsa diluido em tampdo fosfato a 2%. pH 6.8, por 20 a 30 minutos.

10. Lavar em agua deionizada e secar ao ar.
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2.5.4- Estudos Cariotipicos

2.5.4.1- Analises Microscopicas

As analises microscopicas para coloragdo Giemsa. Ag-RONs e bandas C,
foram realizadas em microscopio optico comum. usando-se objetiva de imersao.
Apos a analise e a contagem das metafases coradas com Giemsa, estabeleceu-se o
valor modal nas diferentes espécies estudadas.

As melhores metafases foram fotografadas em fotomicroscopio Apophot
Nikon, em campo claro, com objetiva de imersdo e filme preto e branco Agfa Copex
Pan A-HU - TRI 13. regulado para 25 ASA. A revela¢do foi processada com
revelador Dektol (Kodak) e as copias dos negativos foram feitas em papel
Kodabromide Print RC - F3, da Kodak.

As analises de fluorescéncia foram realizadas em fotomicroscopio de
epifluorescéncia. com filtro 450-490 nm (zona de excitagdo do azul) e filtro de
barreira 530 nm e, as melhores metafases fotografadas com filme T-max 100 ASA,

revelado em D-76.



2.5.4.2- Montagem dos Cariotipos

As fotogratias dos cromossomos foram recortadas e os provaveis
homologos pareados, sendo dispostos em grupos de acordo com a posi¢do do
centromero e em ordem decrescente de tamanho.

O pareamento e a ordenagdo dos cromossomos foram baseados,
principalmente. na observagdo visual. auxiliada por medi¢des diretas com

paquimetro que permitiram um melhor ajuste na montagem dos cariotipos.

2.5.4.3- Medidas Cromossomicas

As medi¢gdes cromossOmicas foram realizadas apenas nas metafases
escolhidas para a montagem final dos cariotipos de cada espécie.

Apos a ordenagdo visual dos cromossomos homologos, foram feitas
medi¢cdes com o auxilio de compasso de ponta seca € paquimetro para o acerto final
do cariotipo. No caso de cromossomos acrocéntricos, onde a visualiza¢do dos bragos
cromossOmicos menores € muito dificil, podendo causar erros na tomada das
medidas. optou-se por considerar uma medida do comprimento total dos
cromossomos (CT) e considerou-se a meédia de cada par. Nos demais tipos
cromossomicos, determinou-se o comprimento do brago menor (Bm), do brago
maior (BM) e o comprimento total de cada cromossomo (CT), calculando-se entdo

os valores médios para cada par.
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Os cromossomos foram classificados de acordo com os critérios de
relacido de bragos (RB), segundo LEVAN et al. (1964). metacéntricos
(M>RB = 1,00 a 1,70), submetacéntricos (SM—>RB = 171 a 3,00),
subtelocéntricos (ST—>RB = 3,01 a 7,00) e acrocéntricos (A—>RB > 7,01). Como
ja foi dito anteriormente, no caso dos cromossomos acrocéntricos ndo foram
tomadas as medidas dos bragos menores e a classificagdo destes foi feita pela
observagdo direta da morfologia cromossdmica.

Para a determinac¢do do numero fundamental (NF) das espécies estudadas,
os cromossomos subtelocéntricos e acrocéntricos foram considerados como
cromossomos de um Unico brago e o0s cromossomos metacéntricos e
submetacéntricos como cromossomos de dois bragos, de acordo com a maioria dos

pesquisadores que trabalham com peixes marinhos (BRUM, 1994).
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3- RESULTADOS

3.1- Scorpaena brasiliensis

3.1.1- Caridtipo Analisado

De 10 exemplares de Scorpaena brasiliensis, em apenas 2 (1 macho e 1
fémea) obteveram-se resultados positivos, sendo que, das técnicas utilizadas para a
obteng¢do de cromossomos mitoticos, as que apresentaram melhores resultados foram
as de prepara¢do direta e de tratamento in vitro com meio de cultura (vide
apéndice).

A analise do cariotipo de S brasiliensis, através da coloragdo
convencional Giemsa, evidenciou um numero diploide modal de 46 cromossomos,
para ambos os sexos, conforme € mostrado nas Tabelas 1 € 2 € na Figura 5. que
indicam as frequéncias de nimeros diploides encontrados nas metafases mitoticas.

O caridtipo da espécie € caracterizado por apresentar 7 pares de
cromossomos metacéntricos-submetacéntricos e 16 pares de cromossomos
subtelocéntricos-acrocéntricos, caracterizando desta forma um numero fundamental

(NF) 1gual a 60, tanto para machos quanto para fémeas, como pode ser observado

na Figura 6.
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As medidas cromossomicas meédias de cada par, entre o cariotipo
masculino e feminino. permitiram a classiticagdo dos cromossomos de acordo com o

critério de relagdo de bragos e encontram-se na Tabela 3.

3.1.2- Regioes Organizadoras de Nucléolos

3.1.2.1- Analises com Nitrato de Prata

As analises das regides organizadoras de nucléolos, feitas a partir da
impregnag¢do pelo nitrato de prata (Ag-RONs), em  exemplar de S. brasiliensis,
revelaram a presenc¢a de dois cromossomos portadores das RONs, no complemento
cromossOmico diploide (Figura 7). Estas regides estdo localizadas nos teldmeros do
brago curto de um par de cromossomos submetacéntricos. Este par cromossomico
foi identificado como o segundo par do cariotipo.

Neste exemplar, as RONs apresentaram um heteromortismo de tamanho
entre os homologos. Estas regides mostraram uma varia¢do grande. onde um dos
cromossomos do par apresentou a RON quase com o dobro do tamanho da outra

(Figuras 7€ 9).
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3.1.2.2- Analises com Mitramicina A (Sigma)

As analises das RONs feitas pela coloragdo com mitramicina A
(fluorocromo GC-especifico). no mesmo exemplar analisado pela técnica do nitrato
de prata, desta espécie. mostraram uma marcag¢do mais intensa em apenas um par de
cromossomos. Esta marcagdo mais brilhante foi observada na regido telomérica do
brago curto de um cromossomo submetacéntrico, que corresponde ao segundo par
do complemento cromossdmico.

Esta marcagdo € coincidente com a regido evidenciada pela técnica de
impregnag¢do com nitrato de prata e também mostrou-se heteromorfica entre os dois
homologos. com uma RON apresentando quase o dobro do tamanho da outra

(Figuras 8 € 9).

3.1.3- Distribui¢io da Heterocromatina Constitutiva

As analises do padrdo de distribuigdo da heterocromatina constitutiva
(bandas C), em 1 exemplar de S. brasiliensis, revelaram a presenga de pequenos
blocos centroméricos de heterocromatina constitutiva em praticamente todos os
cromossomos do complemento.

Além dessas marcagdes, blocos heterocromaticos mais conspicuos foram
observados em 2 cromossomos meédios. Estes grandes segmentos heterocromaticos,

localizados no brago curto de um par de cromossomos submetacéntricos de tamanho
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intermediario, sdo coincidentes com a localizagdo das RONs evidenciadas pelo
nitrato de prata e pela mitramicina A, como descrito anteriormente. Desta forma, as

RONs desta espécie sdo caracterizadas como bandas C-positivas (Figura 10).
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Tabela 1- Numeros diploides encontrados para fémea de Scorpaena brasiliensis.

numero do
exemplar 41
443
total
% 0

42

5,88

43

8,82

numeros diploides

44 45
3 4
3 4

882 11,76

46
21
21

61,76

47

2,94

48

total de

células

34

34

100

Tabela 2- Numeros diploides encontrados para macho de Scorpaena brasiliensis

numero do
exem_plga; . 41
352
total 1
% 3,23

42

43

3,23

numeros diploides

44 45
4 4
4 4

12,90 12,90

46

18

18

58,06

47

6,45

48

3,23

total de

células

31

31

100
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Figura 5 - Grafico de freqiiéncia evidenciando a distribui¢do modal dos niimeros
diploides encontrados para a espécie Scorpaena brasiliensis
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Tabela 3- Valores cromossomicos médios em Scorpaena brasiliensis. BM = brago

maior, Bm = brago menor: CT = comprimento total, CR = comprimento relativo;

RB = relacdo de bragos; M = metacéntrico, SM submetacéntrico, ST =

subtelocéntrico; A = acrocéntrico.

et ntdo par T v ... Valores Médios . IR Y “Tipos - “
e omOSSAMIco BM Bm CT(mm) CR(%) RB “Cromossdmicos

7,03 5,19 12,22 7,68 1,35 M
2 5,65 2,18 7.83 4,92 2,59 SM
3 5,03 1,86 6.89 4,33 2,70 SM
4 4,58 1,99 6,57 4,13 230 SM
S 4,29 2,03 6.32 3,97 2,11 SM
6 3,69 2,04 5,73 3,60 1,81 SM
7 3,72 1,63 5,35 3,36 2,28 SM
8 7,04 1,59 8,63 5,42 4,43 ST
9 6,43 1,70 8,13 5,11 3,78 ST
10 6,33 1,57 7.90 4,96 4,03 ST
11 5,92 1,83 7,75 4,87 3,23 ST
12 6,10 1,42 7,52 4,72 4,30 ST
13 5,99 1,42 741 4,66 4,22 ST
14 5,78 1,47 725 4,55 393 ST
15 6,93 6,93 4,35 A
16 6,67 6,67 4,19 A
17 6,60 6.60 4,15 A
18 5,10 1,37 6.47 4,06 3,72 ST
19 6,15 6,15 3,86 A
20 5,10 1,00 6,10 3,83 5,10 ST
21 4,79 1,23 6,02 3,78 3,89 ST
22 5,14 5.14 3,23 A

23 3.60 3.60 2.26 A
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Figura 7- Regides organizadoras de nucléolos em S. brasiliensis (par cromossomico
numero 2). analises com nitrato de prata. Observar o heteromorfismo de tamanho

entre as RONSs.



Figura 8- Regides organizadoras de nucléolos em S. brasiiiensis: analises com

mitramicina A (setas). Observar o heteromorfismo de tamanho entre as RONSs.
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Figura 9- Par cromossdomico portador das regides organizadoras de nucléolos
em S brasiliensis. a) coloracdo Giemsa, b) coloragdo com nitrato de prata e

¢) coloragdo com mitramicina A.
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Figura 10- Distribuic¢do da heterocromatina constitutiva em S. brasiliensis. Observar

o par cromossdmico numero 2 com as RONs bandas C-positivas.
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3.2- Scorpaena isthmensis

3.2.1- Cariotipo Analisado

Dos 33 exemplares estudados de Scorpaena isthmensis, 21 (8 fémeas, 12
machos e um Individuo de sexo indeterminado) apresentaram resultados
satisfatorios. Todas as técnicas de preparacdo de cromossomos mitdticos utilizadas
com essa especie apresentaram resultados, exceto o tratamento in vitro com KCL
(vide apéndice).

Nesta espécie foi evidenciado um numero diploide modal de 40
cromossomos, tanto para machos quanto para fémeas, como € apresentado nas
Tabelas 4, S e 6. A Figura 11 indica as freqii€ncias de numeros diploides
encontrados nas metafases mitoticas dos exemplares analisados.

O caridtipo da espécie € representado na Figura 12. Foi evidenciada,
através da coloragdo convencional Giemsa, a ocorréncia de 7 pares de cromossomos
metacéntricos-submetacéntricos e 13 pares de cromossomos subtelocéntricos-
acrocéntricos, o que caracteriza um numero fundamental (NF) igual a 54, em ambos
0S SEXOS.

Na Tabela 7 encontram-se as medidas cromossomicas médias de cada par,
entre o cariotipo de macho e de fémea, possibilitando a classificagdo destes, através

da obtencdo dos valores de relagdo de bragos.



58

3.2.2- Regides Organizadoras de Nucléolos

3.2.2.1- Analises com Nitrato de Prata

As analises das regides organizadoras de nucléolos, pelo nitrato de prata
(Ag-RONs), em | exemplar de S. isthmensis. revelaram a presenga de um unico par
cromossOmico portador das RONSs. Estas regides estdo localizadas nos telomeros do
braco menor de um par de cromossomos submetacéntricos, que foi identificado
como o quinto par do complemento cromossdémico.

Nesta espécie. ndo foi observado nenhum heteromorfismo entre os dois

homologos portadores das RONs (Figuras 13 e 15).

3.2.2.2- Analises com Mitramicina A (Sigma)

As analises realizadas pela coloragdo com mitramicina A, em | exemplar
desta espécie. evidenciaram uma marcagdo mais brilhante em apenas | par
cromossdmico. A marcagdo com maior fluorescéncia encontra-se na regido terminal
do brago menor do quinto par cromossdmico do caridtipo. Esta marcagdo, assim
como na espécie anterior, também € coincidente com a regido marcada pelo nitrato

de prata.
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Da mesma forma como na tecnica de impregnagdo pelo nitrato prata, a
coloragio com mitramicina A também nio evidenciou nenhum heteromorfismo

entre as RONs (Figuras 14 e 15).

3.2.3- Distribui¢cao da Heterocromatina Constitutiva

Em S. isthmensis. as analises da distribuicdo da heterocromatina
constitutiva (bandas C). em 3 exemplares. evidenciaram a presenca de pequenos
blocos heterocromaticos centromeéricos em praticamente todos os cromossomos do
complemento.

Além dessas pequenas marcagdes. nenhum segmento maior foi observado.
Nesta espécie ndo se observou blocos de heterocromatina constitutiva associados as

regides organizadoras de nucléolos (Figura 16).
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Tabela 4- Numeros dipléides encontrados para fémeas de Scorpaena isthmensis.

numeros dos
exemplares

288
328
330
332
333
432
433
444

total

34

1,82

35

1,82

numeros diploides

36 37 38 39

1 3

1 1
2 1 1
2 3 2

1 1 1

2

3 4 8 10

2,73 3,64 7,27 9,09

40

19

7

18

5

13

2

77

70,00

total de

41 42 células

13

24

16

3 1 110

2,73 0,91 100
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Tabela 5- Numeros diploides encontrados para machos de Scorpaena isthmensis

numeros dos
exemplares

322
327
329
355
389
405
409
411
426
434
442
445
total

%

34

2,92

35

36

numeros diploides

37 38 39

4 4
1
1 1 1
1
2 1 1
4 7 10
292 511 7,30

40

31

10

4
106

77,37

total de

41 @ células

14

10

2 1 137

1,46 0,73 100
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Tabela 6- Numeros diploides encontrados para individuo de sexo indeterminado de

Scorpaena isthmensis.

numero do niimeros dipléides total de
exemplar 34 35 36 37 38 39 40 41 42 células
265 1 1 10 12
total 1 1 10 12
% 8,33 833 8333 100
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Figura 11 - Gréfico de freqii€ncia evidenciando a distribuigdo modal dos nimeros
diploides encontrados para a espécie Scorpaena isthmensis
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Figura 12- Cariotipos de témea e macho de Scorpaena isthmensis



Tabela 7- Valores cromossdmicos médios em Scorpaena isthmensis. BM = brago

maior, Bm

relativo, RB = relacdo de bragos, M=

brago menor;

CT = comprimento total,

ST = subtelocéntrico, A = acrocéntrico.

n°do par
cromossomico

O 00 9O N bh WN

BM
8,31
7,61
6,76
7,05
6,36
6,30
5,07
9,27
9,10
8,73
6,58
8,48
8,12
8,02
7,71
7,63
7,38
7,26
6,82
5,76

Bm
7,74
6,93
6,07
2,67
2,56
2,21
2,03

1,97

metacéntrico;
Valores Médios
CT(mm) CR(%)
16,05 8,89
14,54 8,05
12,83 7,11
9,72 5,38
8,92 4,94
8,51 4,71
7,11 3,94
9,27 5,14
9,10 5,04
8,73 484
8,56 4,74
8,48 4,70
8,12 4,50
8,02 4,44
7,71 427
7,63 423
7,38 4,09
7,26 4,02
6,82 3,78
5,76 3,19

CR = comprimento

SM = submetacéntrico,

RB

1,07
1,10
1,11
2,64
2,48
2,85
2,50

3,34

Tipos
Cromossémicos

P> > L0 0>
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Figura 13- Regides organizadoras de nucl€olos em S. isthmensis (par cromossomico

namero 5); analises com nitrato de prata.
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Figura |4- Regides organizadoras de nucléolos em S. isthmensis. analises com

mitramicina A (setas).
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.Y

Figura 15- Par cromossdmico portador das regides organizadoras de nucléolos em
S. isthmensis. a) coloragdo Giemsa; b) coloragdo com nitrato de prata e c) coloragédo

com mitramicina A.
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Figura 16- Distribui¢do da heterocromatina constitutiva em S. isthmensis.
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3.3- Prionotus punctatus

3.3.1- Cariotipo Analisado

De 22 exemplares de Prionotus punctatus analisados no presente
trabalho, em apenas 4 (2 fémeas, 1 macho e 1 individuo de sexo indeterminado)
obtiveram-se resultados positivos. Nesta espécie, apenas com a técnica de cultura de
curto termo obteveram-se resultados satisfatorios, pois os animais ndo resistiam a
nenhum tipo de injecdo (vide apéndice).

Esta espécie apresentou um numero dipléide modal de 100-101
cromossomos, com a presenga de microcromossomos, tanto para machos quanto
para fémeas, como € mostrado na Tabela 8 e na Figura 17, onde s@o indicadas as
frequéncias de numeros diploides encontrados nas metafases mitoticas. A falta de
uma maior defini¢do no nimero diploide desta espécie, deve-se ao grande nimero
de cromossomos, muitos de tamanho bastante reduzido, e também a dificuldade de
obtencdo de um numero grande de metafases nestes peixes, optando-se por 2n=100
como 0 mais provavel.

Embora a decisdo sobre o tipo morfoldgico de alguns cromossomos seja
bastante dificil, especialmente os pequenos, a comparagdo das diferentes metafases
leva a sugerir que todos os cromossomos do complemento sdo acrocéntricos

(Figura 18).
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As medidas cromossdmicas meédias de cada par do caridtipo estudado e a
classificagdo dos cromossomos s3o mostradas na Tabela 10. Os cromossomos
apresentam uma variagdo uniformemente gradativa de tamanho, desde
aproximadamente 2,8 pm para os maiores cromossomos até 0,8 pum para os
menores, ndo evidenciando portanto, uma variagdo brusca de tamanho entre os

ultimos macrocromossomos € 0s primeiros microcromossomos (Figura 19).

3.3.2- Distribuicao da Heterocromatina Constitutiva

Em relagdo ao padrdo de distribui¢do da heterocromatina constitutiva em
P. punctatus, as analises de bandas C , em 2 exemplares, evidenciaram a presenga
de blocos heterocromaticos principalmente centroméricos, na maioria dos
cromossomos do complemento.

Além desses blocos centroméricos, constatou-se a presen¢a de blocos
heterocromaticos teloméricos bem conspicuos nos maiores pares de cromossomos. E
importante ressaltar que os cromossomos pequenos ndo revelaram a presenga de
heterocromatina constitutiva abundante, exceto na regido centromérica de alguns

destes cromossomos (Figura 20).



Tabela 8- Numeros diploides encontrados para a espécie Prionotus punctatus.

nﬁmero.Afi_p numeros diploides
exemplar 91 92 93 94 95 9% 97 98 99 100 101 102
406 (?) 2 7 6
425 (o) 2 2
436 (9)
439 (9) 3
total 0 0 3 0 2 2 9 6

% 385 0 38 0 38 11,54 0 769 7,69 3462 2308 385

b

72

total de

células

16

26

100
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Figura 17- Grafico de frequéncia evidenciando a distribuigdo modal dos numeros
diploides encontrados para a espécie Prionotus punctatus.
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Tabela 9- Valores cromossomicos meédios em Prionotus punctatus.

CT = comprimento total, CR = comprimento relativo, A = acrocéntrico.

n°do par Valores Médios Tipos
cromossomico BM CT(mm) CR(%)  Cromossomicos

l 9,60 9,60 3,73 A
2 9,20 9,20 3,58 A
3 8,40 8,40 3,27 A
4 8,17 8,17 3,18 A
5 7,85 7,85 3,05 A
6 7.82 7,82 3,04 A
7 7,02 7,02 2,73 A
8 7,02 7,02 2,73 A
9 6,75 6,75 2,62 A
10 6,60 6,60 2,57 A
11 6,42 6,42 2,50 A
12 6,00 6,00 2,33 A
13 5,97 5,97 2,32 A
14 5,75 5,75 2,24 A
15 5,55 5,55 2,16 A
16 5,55 5,55 2,16 A
17 5,50 5,50 2,14 A
18 5,47 5,47 2,13 A
19 5,32 5,32 2,07 A
20 5,27 5,27 2,05 A
21 5,10 5,10 1,98 A
22 5,07 5,07 1,97 A
23 5,02 5,02 1,95 A
24 497 4,97 1,93 A
25 492 492 1,91 A
26 4,87 487 1,89 A
27 4,75 4,75 1,85 A
28 472 4,72 1,84 A
29 472 472 1,84 A
30 4,70 4,70 1,83 A
31 4,52 4,52 1,80 A
32 4.45 4,45 1,73 A
33 4,45 4,45 1,73 A
34 422 422 1,64 A
35 4,07 4,07 1,58 A
36 4,07 4,07 1,58 A
37 4,07 4,07 1,58 A
38 3,85 3,85 1,50 A
39 3,67 3,67 1,43 A
40 3,65 3,65 1,42 A
41 3,57 3,57 1,39 A
42 3,55 3,55 1,38 A
43 3,50 3,50 1,36 A
44 3,37 3,37 1,31 A
45 3,30 3,30 1,28 A
46 3,20 3,20 1,24 A
47 3,02 3,02 1,17 A
48 2,95 2,95 1,15 A
49 2,82 2,82 1,10 A
S0 2,70 2,70 1,05 A
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Figura 19- Curva evidenciando a variagdo dos comprimentos totais (um) dos pares
de homologos de P. punctatus.
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Figura 20- Distribuigdo da heterocromatina constitutiva em P. punctatus.
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3.4- Dactylopterus volitans

3.4.1- Cariotipo Analisado

Foram realizadas preparagdes cromossdmicas com um total de 10
exemplares da espécie Dactylopterus volitans. Destes, somente 3 (2 machos e 1
individuo de sexo indeterminado) apresentaram resultados positivos, também
utilizando a técnica de cultura de curto termo, pois assim como a especie anterior, 0s
animais ndo resistiam a nenhum tipo de inje¢do (vide apéndice).

Os exemplares analisados apresentaram um complemento cromossdmico
diploide modal igual a 48 cromossomos, como € mostrado nas Tabelas 10 e 11 e na
Figura 21, que indicam as freqii€ncias de numeros diploides encontrados nas
metafases mitoticas estudadas.

O provavel cariotipo desta espécie. analisado através da coloragéo
convencional Giemsa, € constituido por 15 pares de cromossomos metacéntricos-
submetacéntricos € 9 pares de cromossomos subtelocéntricos-acrocéntricos, o que
caracteriza um numero fundamental (NF) i1gual a 78, como ¢ observado na
Figura 22.

A Tabela 13 mostra as medidas cromossomicas medias de cada par, para
machos e a classificagdo dos mesmos atraves dos valores encontrados de relagdo de

bragos.
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Tabela 10- Numeros diploides encontrados para machos de Dactylopterus volitans.

numero do numeros diploides
exemplar ) 43 a4 45
407 1
410 1
total 0 2
% 0 11,11 5,56 5,56

47

11,11

total de
48 células
4 7
8 11
12 18
66,67 100

Tabela 11- Numeros diploides encontrados para individuo de sexo indeterminado de

Dactylopterus volitans.

43 44
412 1
total 1
% 7,69 0 0

45

7,69

47

total de
48
11 13
11 13

84,62 100
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Figura 21- Grafico de frequéncia evidenciando a distribui¢do modal dos numeros

diploides encontrados para a espécie Dactylopterus volitans.
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Tabela 12- Valores cromossdmicos médios em Dactylopterus volitans. BM = brago
maior, Bm = brago menor ; CT = comprimento total, CR = comprimento
relativo, RB = relacdo de bragos; M = metacéntrico, SM = submetacéntrico;

ST = subtelocéntrico; A = acrocéntrico

n°do par Valores Médios Tipos
cromossomico BM Bm CT CR(%) RB CromossGmicos
1 5,97 3,42 9,39 5,06 1,74 SM
2 5,05 3,95 9,00 4 85 1,28 M
3 5,67 3,15 8,82 4,76 1,80 SM
4 5,82 2,67 8,49 4,58 2,18 SM
5 4,70 3,75 8,45 4,55 1,25 M.
6 4,87 3,50 8,37 451 1,39 M
7 5,67 2,60 8,27 4,46 2,18 SM
8 4,67 3,48 8,15 4,39 1,34 M
9 4,55 3,52 8,07 4,35 1,29 M
10 5,17 2,45 7,62 411 2,11 SM
11 471 2,67 7,38 3,98 1,76 SM
12 445 2,85 7,30 3,93 1,56 M
13 3,85 3,00 6,85 3,69 1,28 M
14 3,72 3,05 6,77 3,65 1,22 M
15 4,02 2,15 6,17 3,33 1,87 SM
16 7,92 1,67 9,59 5,17 474 ST
17 8,17 8,17 4,40 A
18 6,92 1,85 8,77 473 3,74 ST
19 7,65 7,65 4,12 A
20 6,87 6,87 3,70 A
21 7,32 7,32 3,95 A
22 6,75 6,75 3,64 A
23 4,55 1,4 5,95 3,21 3,25 ST
24 5,27 5,27 2,84 A



4- DISCUSSAO

4.1- Evolucio Cromossdomica na Ordem Scorpaeniformes

Das vinte e cinco familias da ordem Scorpaeniformes, apenas quatro
tiveram espécies estudadas citogeneticamente. No presente trabalho foram
estudadas especies pertencentes a trés familias: Scorpaenidae, Triglidae e
Dactylopteridae, sendo que, esta ultima foi estudada pela primeira vez sob o ponto

de vista citogenético (Quadro 1).

4.1.1- Diversidade Cromossdomica em Scorpaenidae

4.1.1.1- Analise da Macroestrutura Cariotipica

A familia Scorpaenidae apresenta um significativo numero de espécies
estudadas até o momento, embora concentradas nas subfamilias Sebastinae e
Scorpaeninae. As demais subfamilias (Pteroinae, Choridactylinae e Apistinae)
tiveram, cada uma delas, apenas uma espécie estudada citogeneticamente.

As 20 espécies estudadas, mostram uma grande variabilidade cariotipica
inter e intragenérica, tanto no numero diploide, que varia de 34 a 50, quanto na

morfologia dos cromossomos, com o NF variando de 34 a 86 (Quadro 1), além de
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apresentarem variagdes nos valores de ADN e na distribui¢do de heterocromatina
constitutiva, como pode ser observado no Quadro 2.

As espécies Scorpaena brasiliensis e Scorpaena isthmensis, estudadas no
presente trabalho, apresentaram respectivamente, 2n= 46 (NF= 60) e 2n= 40
(NF= 54). Estes resultados refor¢am a grande variabilidade cariotipica observada na
familia, principalmente no que concerne a subfamilia Scorpaeninae (Quadro 1).
Neste caso, os dados cariologicos das espécies sdo distintos quanto a sua
morfologia.

Analisando separadamente as subfamilias Scorpaeninae e Sebastinae,
observa-se que das 9 espécies estudadas da primeira, 3 apresentam 2n=48§, e valores
de NF muito distintos e elevados, mostrando que esta subfamilia sofreu muitos
rearranjos cromossomicos ao longo de sua evolugdo, ainda que mantendo, em
algumas espécies, o numero diploide de 48 cromossomos (Quadro 1). No caso da
subfamilia Sebastinae, a evolug@o cromossomica parece ter sido mais conservativa,
com 90% das espécies apresentando um caridtipo constituido por 48 cromossomos.
Destas, 80% apresentam um NF=50, o que representa quase a totalidade dos
cromossomos do tipo acrocéntrico (Quadro 1).

Num trabalho classico em citogenética de peixes, OHNO (1974) propds
um cariotipo ancestral, para todos os Teleostei, constituido por 48 cromossomos
acrocéntricos (NF=48). Recentemente, BRUM (1994) sugeriu que este cariotipo,

na verdade, seria uma novidade evolutiva que teria surgido nos Clupeocephala,
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sendo compartilhada pelos Euteleostei. Dentre os grupos de Euteleostei que teriam
mantido esta estrutura basica do cariotipo, parecem estar os Scorpaeniformes
(NOGUSA, 1960, ARAI & FUIJIKI, 1978, YOKOYAMA et al., 1992, presente
estudo, entre outros), bem como os Perciformes (DENTON, 1973; OHNO 1974,
SOLA et al., 1981; CANO et al., 1982, OLIVEIRA et al., 1988, BRUM, 1994,
entre outros).

Alguns autores acreditam que os Scorpaeniformes e Perciformes,
juntamente com os Pleuronectiformes, Tetraodontiformes e os Smegmamorpha,
formem o grupo monofilético denominado Percomorpha (JOHNSON &
PATTERSON, 1993; entre outros). Alguns estudos com larvas da ordem
Scorpaeniformes indicam que peixes com a forma parecida com a de um
Scorpaenidae seriam os ancestrais da ordem e que estes seriam derivados de um
perciforme generalizado (WASHINGTON et al., 1984a). Segundo REGAN (1913),
a familia Scorpaenidae, a mais generalizada da ordem, ndo estaria muito distante dos
Perciformes generalizados, tais como Serranidae. Além disso, estudos do sistema
nervoso craniano indicam semelhangas entre Scorpaenidae e Serranidae
(Perciformes), sugerindo que as duas familias teriam tido um ancestral comum
(FREIHOFER, 1963).

Segundo AGUILAR (1993) entre outros autores, o caridtipo primitivo dos
Serranidae € constituido por 48 cromossomos acrocéntricos (NF=48), com algumas
espécies apresentando 2n=48 e NF=50. Assim, até o0 momento, parece uma hipdtese

consistente a de que o caridtipo 2n=48 e NF=50, encontrado em Scorpaenidae e no
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grupo externo Serranidae, seja ancestral para todos os Scorpaeniformes. Este
cariotipo teria se mantido quase inalterado em Sebastinae e mais modificado em
Scorpaeninae corroborando, de certa maneira, a idéia de que os primeiros
representariam um grupo mais generalizado dentro da familia, enquanto
Scorpaeninae seria mais especializado ou derivado (MATSUBARA, apud
WASHINGTON et al., 1984b). Entretanto, outros marcadores cromossomicos, que
ndo somente o numero diploide (2n) e o de bragos cromossomicos (NF), devem ser
ainda investigados, antes de se excluir totalmente a possibilidade deste cariotipo ser
uma convergéncia entre Serranidae e Scorpaenidae.

A diversidade cromossomica observada em Scorpaeninae poderia ser
facilitada por alguns fatores ecoldgicos, como o depdsito dos ovos em baldes
gelatinosos (WASHINGTON et al., 1984a), além de uma vida sedentaria ou com
movimentac¢do limitada (HARTMAN, 1987), verificados em alguns escorpenideos.
Estes fatores podem favorecer o isolamento de diferentes espécies num ambiente
praticamente sem barreiras, permitindo sua diferencia¢do cromossomica. Por outro
lado, a subfamilia Scorpaeninae pode ndo representar um grupamento natural de
espécies (WASHINGTON et al., 1984b) e isto poderia implicar numa falsa
diversidade de nimeros cromossomicos € morfologia do caridtipo neste grupo.

Ja a subfamilia Sebastinae se apresenta mais estavel cariotipicamente,
mesmo com a maioria de seus representantes sendo viviparos. Este fato poderia ser

explicado por uma maior capacidade de deslocamento & grandes distancias destas
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especies, conforme sugerido por HARTMAN (1987), o que poderia estar
favorecendo uma maior homogeinizagéo cariotipica nesta subfamilia.

Independentemente disto, levando-se em conta o provavel caridtipo
primitivo dos Scorpaeniformes (2n=48, NF=50), as espécies do género Scorpaena,
estudadas no presente trabalho, devem ter sofrido varios rearranjos cromossomicos,
reduzindo o niimero e modificando a estrutura dos cromossomos. Em S. brasiliensis
devem ter ocorrido pelo menos uma fusdo céntrica e seis inversdes pericéntricas. Ja
em S. isthmensis, provavelmente ocorreram cerca de 3 fusdes céntricas e pelo menos
3-4 inversdes pericéntricas.

O desenvolvimento de técnicas mais precisas de bandeamentos
cromossomicos podera ndo sO confirmar a ocorréncia de tais rearranjos, como
também indicar quais os cromossomos envolvidos nestas modificagdes, nas
diferentes espécies.

As demais espécies da familia Scorpaenidae com cariotipos estudados sdo
Pterois lunulata (Pteroinae) com 2n=48 e NF=78, Inimicus japonicus
(Choridactylinae) com 2n=48 e NF=64 e Hypodytes rubripinnis (Apistinae) com
2n=48 e NF=52. A discrepancia de resultados citada para /. japonicus com
2n=48-50 (Quadro 1), pode ser devido a erros metodoldgico ou mesmo a uma
variagdo interpopulacional.

Desta forma, se o cariotipo 2n=48 ¢ ancestral para estes peixes, a
ocorréncia de varias inversdes pericéntricas explicaria a diversidade de formulas

cromossdmicas (NF=52-78) observada entre estas subfamilias.
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Estas trés subfamilias sdo também consideradas mais especializadas em
relacdo a Sebastinae (WASHINGTON et al., 1984b), o que mais uma vez corrobora
a hipotese de derivagdo dos valores de NF encontrados entre elas.

A recente citagdo de ocorréncia de cromossomos sexuals na
espécie H. rubripinnis (UENO & KANG, 1992), ¢ mais uma evidéncia de derivagéo
cariotipica em representantes destas subfamilias mais especializadas. Entretanto,
devido ao pequeno numero de espécies examinadas, ndo € possivel ainda fazer

inferéncias mais conclusivas nesta direg3o.
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Quadro 1- Dados Cariotipicos da Ordem Scorpaeniformes

Espécie
Dactylopteridae
Dactylopterus volitans
Scorpaenidae

Sebastinae

Helicolenus dactylopterus
H. hilgendorfi

Sebastes hubbsi

“

S. inermis

S. joyneri
. longispinis
. matsubarse

S
S
S. oblongus
S. pachycephalus nudus
S

. schlegeli

“« “

S. taczanowskii
S. thompsoni
S. trivittatus
S. vulpes

Sebasticus marmoratus

S. albofasciatus
Scorpaeninae
Scorpaena brasiliensis
S. isthmensis

S. izensis

S. neglecta neglecta

S. neglecta miostroma

S. notata

2n

48

48
48/47
48
46
46
48
48
48
48
48
48
48
48
48
48
48
48
48
48
48
48
48

46
40
48
48
48
48
34

2 bracos

30

[\

BN RDNDRND RN RN DD RN DR NN NS SN

14

38

24

1 braco

18

46

44
42
42
46
46
46
46
46
46
46
46
46
46
46
46
46
46
46
46
44

32
26
40
10
40
34
34

NF

78

Sott

52
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
52

60
54
56
86
56
82
34%**

Referéncias

26

14
20
23
11
17
11
23
17
11
23
17
17
11
24
17
12
17
17
17
11
23
23

26
26
23
11
23
23
14
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Quadro 1- Dados Cariotipicos da Ordem Scorpaeniformes (Continuagio)

Espécie
Scorpaenidae

Scorpaeninae

S. porcus

S. scrofa
Scorpaenodes littoralis
Pteroinae

Pterois lunulata
Choridactylinae

Inimicus japonicus

Apistinae

Hypodytes rubripinnis

Triglidae
Triglinae
Triglya lucerna

Prionotus punctatus
Hexagrammidae

Agrammus agrammus

Hexagrammus lagocephalus

H. octagrammus

H. otakii

“

H. stelleri

Pleurogrammus azonus

2n

42
42
46
36

48

50
48

48
48/47

48/47
100-102

48
48
48
48
48
48
48
48

2 bracos

32

30

16

2/3

18
22
16
26

1 braco

36
36
46

18

32

44
46/44

100-102

14
40

30
26
32
22

NF

4%+

4%+

46
68

78

64

52
50/50

100-102

96(82)**
84(56)**
88(66)**
70
76(64)**
86(74)**

Referéncias

14
14

11

11

25

20
26
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Quadro 1- Dados Cariotipicos da Ordem Scorpaeniformes (Continuagao)

Espécie 2n 2 bracos 1 braco NF Referéncias
Cottidae
Alcichthys alcicornis 48 - - - 22
Artedius fenestralis 48 20 28 68 19
A. lateralis 48 20 28 68 19
Clinocottus analis 48* - - - 5
Cottus bairdii 36-38 - - - 1
C. gobio 48 - - - 4
52 6 46 58 6
52 20 32 T2x* 15
48 10 38 58 21
C. poecilopus 48 8 40 56 6
C. hangiongensis 48 6 42 54 7
C. nozawae 48 10 38 58 7
C. pollux 48 - - - 3
“ " 48 10 38 58 10
48 10 38 58 19
C. reinii 48 12 36 60 10
C. kazika 40 18 22 58 10
Gymnocanthus intermedius 44 - - - 22
Icelus cataphractus 40 - - - 22
Ocynectes maschalis 46 10 36 56 13
Oligocottus snyderi 48* - - - 5
0. maculosus 48 28 20 76 19
Pseudoblennius cottoides 46 12 34 58 13
P. marmoratus 46 10-12 34-36 56-58 13
Trachidermus fasciatus 40 24 16 64 10

*Calculado pelo nimero hapléide; **Calculado no presente trabalho;

1- HANN, 1927, 2- MAKINO, 1937, 3- NOGUSA, 1960; 4- POST (apud ARAI & FUIJIKI,
1978); 5- CHEN (apud ARAI & FUJIKI, 1978); 6- STARMACH, 1967, 7- ABE, 1972; 8-
ARAI & KATSUYAMA, 1973, 9- CATAUDELLA er al., 1973; 10- ABE, 1976; 11-
NISHIKAWA et al. (apud ARAI & FUIJIKI, 1978); 12- SASAKI & SAKAMOTO, 1977, 13-
ARAI & FUJIKI, 1978; 14- SOLA et al., 1978, 15- CUCCHI & BARUFFALDI, 1980; 16-
MATSUMIYA et al., 1980; 17- IDA er al., 1982, 18- NISHIKAWA & SAKAMOTO, 1982,
19- IDA et al., 1989, 20- VITTURI ez al., 1989; 21- VITTURI & RASOTTO, 1990; 22-
TERASHIMA & IDA, 1991, 23- YOKOYAMA et al., 1992; 24- YU et al., 1992; 25- UENO
et al., 1992; 26- Presente estudo.
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4.1.1.2- Analise da Microestrutura do Caridtipo

A familia Scorpaenidae teve espécies estudadas tanto ao nivel da
macroestrutura quanto da microestrutura cariotipica, com analises das regides
organizadoras de nucléolos, da distribui¢do da heterocromatina constitutiva e de
bandas de replicago.

Pequenas modificagdes ao longo do complemento cromossomico que
podem ndo acarretar alteragdes no numero ou na morfologia dos cromossomos,
caracterizam mudangas na microestrutura do caridtipo. Algumas variagdes de
localizag@o e distribuigdo das regides organizadoras de nucléolos, bem como da
heterocromatina constitutiva, podem muitas vezes manter a estrutura maior do
caridtipo invariavel (GALETTI et al., 1991, entre outros).

Estudos de THODE et al. (1985) e YOKOYAMA et al. (1992), atraves
da impregna¢do pelo nitrato de prata, num total de 10 espécies da familia
Scorpaenidae, demostraram que as regides organizadoras de nucléolos podem estar
presentes em 1 ou 2 pares de cromossomos, podendo estar localizadas em diferentes
cromossomos do complemento, nas diferentes espécies. Todas as espécies estudadas
da subfamilia Scorpaeninae apresentam 1 par de RONs por complemento,
localizadas na regido telomérica do brago menor de um par de cromossomos. Ja a
maioria das espécies da subfamilia Sebastinae apresentam 2 pares de cromossomos
portadores das RONs e todas localizadas em cromossomos acrocéntricos

(Quadro 2).
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As espeécies do gé€nero Scorpaena, aqui estudadas, revelaram que as
RONSs estdo localizadas nos telomeros do brago menor de 1 par de cromossomos
submetacéntricos, identificado como o par nimero 2 em S. brasiliensis, € como o
par numero S em S. isthmensis. Estes resultados estdo de acordo com os descritos na
literatura para as demais espécies da subfamilia (Quadro 1). Em S. brasiliensis
observou-se um heteromorfismo de tamanho entre as RONs (presente estudo),
também descrito para Scorpaena porcus e Scorpaena notata (THODE et al., 1985).
Esta variacdo de tamanho das RONs evidenciada entre homologos, € muito comum
em peixes (FORESTI et al., 1981) e em outros grupos animais (THODE et al.,
1985). Estas variagdes podem ser interpretadas como diferengas na atividade
transcritiva entre os homdlogos, ja que as proteinas coradas pelo nitrato de prata tem
sido relacionadas a atividade transcritiva nucleolar durante o ciclo celular
(HERNANDEZ- VERDUN, et al., 1982) ou por diferengas no numero de copias
dos genes ribossdmicos nessa regido, devido a duplica¢des ou dele¢des. Entretanto,
nas espécies aqui estudadas, estas variagdes devem estar relacionadas ao niumero de
cistrons ribossdmicos ja que foi utilizada também a técnica de coloragdo com
fluorocromo base-especifico.

O estudo de padroes de bandeamento de cromossomos utilizando
fluorocromos base-especificos tem sido muito utilizado atualmente, especialmente
em peixes (MAYR et al., 1985, 1986, entre outros). Muitos fluorocromos tém sido
usados para corar e produzir padroes de fluorescéncia caracteristicos. Estes

fluorocromos podem ser de dois tipos de acordo com a sua afinidade com os pares
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de bases AT ou GC do ADN, podendo, nos cromossomos humanos, produzir
padrdes basicos similares a bandas-Q e bandas-R (VERMA, 1989).

Em peixes, a coloragio com miwamicina A, bem como com a
cromomicina Aj;, ambos com fluorescéncia preferencial nos segmentos
cromossdmicos ricos em bases GC, cora as regides organizadoras de nucléolos e/ou
a heterocromatina a ela associada (MAYR et al., 1985; PHILLIPS et al., 1988;
AMEMIYA & GOLD, 1990, GALETTI & RASCH, 1993; entre outros). Esta
colora¢do € independente da atividade das RONSs, ja que ela cora diretamente o
ADN e néo as proteinas associadas (SCHMID & GUTTENBACH, 1988).

As espécies aqui estudadas através da coloragdo com mitramicina A,
conforme esperado, apresentaram as mesmas marcag¢des evidenciadas pela técnica
da impregnag¢do pelo nitrato de prata. Nenhuma outra banda fluorescente pela
mitramicina pdde ser verificada no complemento cromossdmico de ambas as
espécies de Scorpaena, corroborando a idéia de que a condi¢gdo de RONs simples €
conservada neste grupo de peixes. Isto €, nenhum outro possivel sitio RON foi
1dentificado nestes peixes, mesmo inativos.

Assim, ao contrario das demais caracteristicas cariologicas da familia
Scorpaenidae, dados das RONs mostram uma similaridade entre as diferentes
espécies, principalmente quanto ao seu numero por complemento e posi¢do no
cromossomo. Uma translocagdo da porgdo terminal, envolvendo dois pares de
cromossomos, poderia explicar as diferengas de localizagdo destes sitios nas

espécies de Scorpaena aqui estudadas. Por outro lado, tendo em vista que a
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morfologia cromossdmica em Scorpaena tem sido vista como bastante diversa entre
as espécies (Quadro 1), ndo se pode eliminar a hipotese de homeologia entre os
cromossomos transportadores das RONs em S. brasiliensis e S. isthmensis. Neste
caso, uma pequena delegdo ou duplicagdo poderia modificar a estrutura de tal
cromossomo, ou ainda, a possivel ocorréncia de fusdes céntricas de outros
cromossomos acrocéntricos poderia deslocar o par portador das RONs para uma
posi¢do mais avangada no cariotipo.

Em relagdo aos padrdes de distribuicdo de bandas C, nas espécies S.
brasiliensis e S. isthmensis, estudadas no presente trabalho, foram observados
blocos centroméricos pequenos de heterocromatina constitutiva na maioria dos
cromossomos do caridtipo. Em S. brasiliensis, além desses pequenos blocos, foram
encontrados também blocos mais conspicuos no par cromossdmico numero 2,
coincidentes com as RONs. Segundo THODE et al. (1985), durante a evolugdo da
familia Scorpaenidae teria havido perda de heterocromatina constitutiva
acompanhada de perda de ADN (Quadro 2). Entre as espécies Scorpaena notata e
Scorpaena porcus, por exemplo, a primeira apresenta um caridtipo com menor
numero de cromossomos, conteudo reduzido de ADN e escassez de heterocromatina
comparada com a segunda. Segundo aqueles autores, S. notata seria mais
especializada sob o ponto de vista ecoldgico e etologico. Estes achados estariam, de
certa forma, concordantes com as idéias de HINEGARDNER & ROSEN (1972),
que sugerem uma reducdo do genoma nos peixes, acompanhando sua

especializagdo.
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Interessantemente, em algumas espécies de Scorpaena a redugdo dos
segmentos heterocromaticos parece ser bastante acentuada, chegando a verificar-se
somente 1 par de cromossomos no complemento com alguma indica¢do de bandas C
positivas (YOKOYAMA et al., 1992).

Mesmo tendo sido detectada uma diferenga significativa no numero e
morfologia dos cromossomos, ndo se verificam diferencas acentuadas no padrdo
heterocromatinico das espécies aqui estudadas, exceto que em S. isthmensis ndo se
observam blocos heterocromaticos associados as RONs, como visto em
S. brasiliensis.

Considerando-se todas estas caracteristicas e a morfologia € o tamanho
dos cromossomos, pode-se inferir que a evolu¢do cromossOmica na familia
Scorpaenidae parece apresentar uma redu¢do do numero cromossomico,
possivelmente, através de rearranjos Robertsonianos, muitas vezes acompanhados

por inversdes pericéntricas.
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4.1.2- Relagdes Citotaxonomicas em Scorpaeniformes

Segundo PIESTCH (1978), os peixes da familia Dactylopteridae estdo
relacionados a familia Syngnathidae, da ordem Gasterosteiformes. Das espécies de
Gasterosteiformes estudadas citogeneticamente, seis apresentam 2n=42 e duas
2n=46 (MAKINO, apud CHIARELLI & CAPANNA, 1973, SWARUP, 1959,
CHEN & REISMAN, apud CHIARELLI & CAPANNA, 1973). Infelizmente,
nenhuma destas espécies pertencem a familia Syngnathidae e a hipdtese de
PIESTCH (op. cit.) ndo pode ser assim testada.

A espécie Dactylopterus volitans, estudada no presente trabalho,
apresenta o cariotipo constituido por 48 cromossomos € um NF igual a 78. Este
caridtipo constitui-se numa sinapomorfia entre Dactylopteridae e os demais
Scorpaeniformes (Quadro 1).

Na familia Hexagrammidae (Scorpaeniformes), por exemplo, das seis
espécies estudadas citogeneticamente, todas apresentam 2n=48, com os valores de
NF distintos e elevados, variando entre 70 e 96 (cromossomos subtelocéntricos
considerados como de dois bragos) ou entre 56 e 82 (subtelocéntricos considerados
com apenas um brago).

Os primeiros trabalhos realizados no género Hexagrammus reportaram
2n=48 e NF=48 para H. octagrammus e H. otakii. Segundo NOGUSA (1960), esta
correspondéncia poderia ser devido as relagdes taxondmicas entre as duas espécies.

Entretanto, devido ao fato destes estudos serem muito antigos € as metodologias
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serem muito diferentes das utilizadas atualmente, estes resultados devem ser
reavaliados antes de comparados com estudos mais recentes.

A espécie H. otakii fo1 estudada recentemente (NISHIKAWA &
SAKAMOTO, 1982; YU et al., 1992) e embora apresente os mesmos valores de
numeros diploides, 2n=48, os valores de NF apresentam-se diferentes (66 e 70).
Desta forma, a menos que se trate de polimorfismos, este fato refor¢a a idéia da
necessidade de reavaliagdes de antigos resultados.

De qualquer maneira, um numero bem reduzido de espécies da familia
Hexagrammidae apresenta resultados cariologicos at¢é o momento, impedindo
qualquer interpretagdo filogenética baseada exclusivamente em caridtipos;
entretanto, pode-se concluir que as inversdes pericéntricas sdo importantes fontes de
diversificagdo cromossomica nestes peixes. Segundo FREIHOFER (1963) e
QUAST (1965), a familia Hexagrammidae, juntamente com Cottidae e
Cyclopteridae, formam uma linhagem evolutiva entre os Scorpaeniformes. Ja
MATSUBARA (apud WASHINGTON et al., 1984b) acredita que haja uma relacdo
mais estreita entre Hexagrammidae, Anoplopomatidae e Scorpaenidae generalizados
de um lado e entre Cottidae e Agonidae, do outro. Estudos com larvas da subordem
Cottoidei indicam que a familia Cottidae € derivada de escorpenideos e
hexagramideos (WASHINGTON et al., 1984a) e segundo QUAST (1965) ¢
considerada a mais especializada entre os Scorpaeniformes.

Na familia Cottidae os complementos cromossdmicos de 20 especies

estudadas até o momento variam de 36 a 52, e os numeros fundamentais variam de
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54 a 76. Também nesta familia o cariotipo com 48 cromossomos pode ser basal e,
at€é o momento, ja foi verificado em 12 das espécies estudadas (Quadro 1). O género
Cottus, o mais estudado desta familia, apresenta numeros cromossdmicos variando
de 36 a 52, com 6 espécies apresentando 2n=48. As varia¢des observadas em Cottus
gobio podem ser reflexos de diferengas populacionais dentro da espécie ou
simplesmente um erro devido a técnica utilizada (IDA et al., 1989). VITTURI &
RASOTTO (1990), analisando duas populagdes separadas de C. gobio, ndo
encontraram nenhuma varia¢do entre elas e questionam a validade dos resultados de
STARMACH (1967), apresentados no Quadro 1.

Sendo assim, em linhas gerais, pode-se inferir que a evolugdo
cromossomica da ordem Scorpaeniformes tem se dado através de inumeros
rearranjos cromossOmicos. [Estes rearranjos sdo, principalmente, inversdes
pericéntricas, onde se mantém o numero diploide mas varia-se o numero
fundamental, mas também transloca¢des Robertsonianas como fusdes e fissdes
céntricas, onde varia-se o numero diploide.

Os resultados em Prionotus punctatus, obtidos no presente estudo, talvez
se constituam num dos melhores exemplos extremos do papel das fissdes céntricas
na evolugdo cromossomica dos Scorpaeniformes.

Na familia Triglidae, a qual pertence P. punctatus, somente uma espécie
teve o cariotipo estudado anteriormente. VITTURI et al. (1989) encontraram um
numero diploide de 48 e 47 cromossomos para Triglya lucerna. Este cariotipo

apresenta um polimorfismo devido a uma fusdo Robertsoniana. A espécie Prionotus
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punctatus, estudada no presente trabalho, apresenta um cariotipo bem diferente do
encontrado para a espécie anterior. O numero diploide de P. punctatus € de 100-101
cromossomos, todos acrocéntricos (NF=100-101), com varios pares de tamanho bem
diminuto (menor par com 0,8 am).

Os cariotipos que contém microcromossomos, geralmente apresentam-se
como bimodais onde existe uma diferen¢a de tamanho bem marcante entre os macro
€ 0S microcromossomos, como ocorre em aves, por exemplo (LUCCA et al., 1991).
Embora os menores pares de cromossomos de P. punctatus possam ser considerados
como microcromossomos, ndo ha, neste caso, a caracterizagdo de um caridtipo
bimodal, pois o tamanho dos cromossomos diminui gradualmente do primeiro ao
ultimo par.

Um cariotipo com um numero elevado de cromossomos e de tamanho tdo
pequeno, ndo sO difere do encontrado em 7. /ucerna como também dos demais
cariotipos da ordem, caracterizando-se, até 0 momento, como unico dentro do grupo.

Ha duas formas de um caridtipo deste tipo se originar. A partir de um
cariotipo com cerca de 48 cromossomos, como ocorre em 70% das espécies da
ordem Scorpaeniformes, poderia ter ocorrido (1) um processo de poliploidizagdo,
com a duplicagdo de todo o complemento cromossomico ou (2) a ocorréncia de
inumeras quebras, do tipo fissdes céntricas, também levando a um aumento no
numero cromossOmico. Esta ultima hipotese parece ser a mais provavel, ja que,
aparentemente, ndo houve um aumento do genoma, o que seria esperado no caso de

poliploidia. Além disso, varias espécies do grupo apresentam NF com valores muito
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altos, podendo chegar a 86 (Quadro 1), o que poderia explicar o cariotipo de
P. punctatus se originando atraves de varias fissdes céntricas.

Assim, parece evidente que uma freqii€ncia elevada de rearranjos levou a
uma grande diversidade cromossOmica em Scorpaeniformes, fato este que discorda
do encontrado para a maioria dos peixes marinhos, onde ha uma estabilidade
cariotipica grande, com a maioria das espécies mantendo o cariotipo basico sugerido
para cada grupo (BRUM et al., 1994; entre outros).

Entretanto, ndo se pode deixar de levar em considera¢do que alguns
autores acreditam que a ordem Scorpaeniformes tenha uma origem polifilética e que
compartilham semelhangas com os Gadiformes e Batrachoidiformes, além dos
Perciformes (GREENWOQD et al., 1966). Dados citogenéticos com peixes da
ordem Batrachoidiformes s3o ainda inexistentes. Trabalhos recentes com
Gadiformes (FAN & FOX, 1991; KLINKHARDT, 1994) indicam que ha
semelhangas entre os cariotipos encontrados para este grupo e os Scorpaeniformes,
sendo comum inclusive, rearranjos do tipo Robertsoniano. Foi encontrada, também
neste grupo, uma espécie com 2n=48 e NF=78, com a presenga de
microcromossomos (KLINKHARDT, 1994).

Toda a diversidade cromossomica dos Scorpaeniformes os colocam como
um grupo de peixes onde a caracterizagdo cromossoOmica, mesmo que ao nivel da
macroestrutura cariotipica, pode ser um importante diagnostico taxondmico.

Assim, resumidamente, pode-se estabelecer as seguintes diagnoses

citotaxondmicas para as espécies aqui estudadas:
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Scorpaena brasiliensis - numero diploide (2n) de 46 cromossomos, sendo 7 pares
de cromossomos metacéntricos-submetacéntricos € 16 pares de cromossomos
subtelocéntricos-acrocéntricos, caracterizando um numero fundamental (NF) igual a
60, tanto para machos quanto para fémeas. Regides organizadoras de nucléolos
(RONSs) localizadas nos teldomeros do brago curto de 1 par de cromossomos
submetacéntricos que correspondem ao par numero 2 do cariotipo. Padrdo de
distribuig¢do da heterocromatina constitutiva (bandas C) com a presenga de pequenos
blocos centroméricos em praticamente todos os pares do complemento
cromossOmico, além de blocos heterocromaticos mais conspicuos localizados no
brago curto de um par de cromossomos submetacéntricos, coincidentes com as
RON:Ss (bandas C-positivas).

Scorpaena isthmensis - numero diploide (2n) de 40 cromossomos, com 7 pares de
cromossomos metacéntricos-submetacéntricos e 13 pares de cromossomos
subtelocéntricos-acrocéntricos, caracterizando um numero fundamental (NF) igual a
54, para ambos os sexos. Regides organizadoras de nucléolos (RONs) localizadas
nos telomeros do brago curto de 1 par de cromossomos submetacéntricos,
identificado como o par numero 5 do complemento cromossomico. Padrdo de
distribuig¢do da heterocromatina constituitva (bandas C) com a presenga de pequenos
blocos heterocromaticos centromeéricos em praticamente todos os cromossomos do

complemento. Ndo ha heterocromatina constitutiva associada as RONs.
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Prionotus punctatus - nimero diploide (2n) provavel de 100 cromossomos, todos
acrocéntricos, com a presenga de microcromossomos, para ambos os sexos. Padrdo
de distribuicdo da heterocromatina constitutiva (bandas C) com a presenca de blocos
heterocromaticos principalmente centromeéricos, na maioria dos cromossomos do
complemento, além de blocos heterocromaticos teloméricos bem conspicuos nos
maiores pares de cromossomos. Pequenos cromossomos (microcromossomos) sem a
presenca de heterocromatina constitutiva abundante, exceto na regido centromeérica

de alguns destes.

Dactylopterus volitans - provavel numero diploide (2n) de 48 cromossomos, sendo
15 pares de cromossomos metacéntricos-submetacéntricos, 9 pares de cromossomos

subtelocéntricos-acrocéntricos, caracterizando um numero fundamental (NF) igual a

78.
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5- CONCLUSOES

1. As analises cariotipicas da ordem Scorpaeniformes evidenciam, at¢ 0 momento,
uma significativa diversidade cromossdmica inter e intragenérica, principalmente
em relagdo a morfologia dos cromossomos, devido a rearranjos cromossomicos
provavelmente do tipo inversdes pericéntricas.

2. Dentro da ordem, o grupo que apresenta uma diversidade mais acentuada quanto
a morfologia dos cromossomos € a familia Scorpaenidae, sendo que a subfamilia
Scorpaeninae apresenta uma grande diversidade também em relagdo aos numeros
cromossomicos, demonstrando que os dados cariolégicos sdo muito importantes
para a taxonomia do grupo.

3. Um cariotipo de 2n=48 e NF=50 pode ser considerado como ancestral para os
Scorpaeniformes, uma vez que este caridtipo € encontrado em espécies de
Serranidae e na maioria das espécies da subfamilia Sebastinae.

4. A evolugdo cromossomica na familia Scorpaenidae apresenta uma redu¢do do
numero de cromossomos atraves de rearranjos Robertsonianos, acompanhados de
inversdes pericéntricas.

5. Neste caso, a subfamilia Sebastinae seria cariotipicamente mais primitiva em
relacdo as demais subfamilias e, opostamente, a subfamilia Scorpaeninae, a mais

derivada, de acordo com estudos osteologicos e larvais realizados anteriormente.
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6. Ao contrario das demais caracteristicas cariologicas da familia Scorpaenidae, as
andlises das regides organizadoras de nucléolos mostram uma similaridade entre
as diferentes espécies, principalmente quanto ao seu numero por complemento e a
sua posi¢do nos cromossomos. Em relagdo ao padrdo de bandas C , ndo se
verificam diferengas acentuadas das espécies aqui estudadas, ainda que haja
diferencgas significativas no numero e morfologia dos cromossomos.

7. Os dados cariotipicos com espécies da familia Triglidae sugerem que o caridtipo
de P. punctatus, semelhante a 100 cromossomos acrocéntricos, pode ter se
originado de um processo envolvendo varias fissdes céntricas a partir de um
cariotipo com valor de NF alto.

8. A espécie Dactylopterus volitans da familia Dactylopteridae apresenta um
cariotipo semelhante ao encontrado nos demais representantes da ordem
Scorpaeniformes, embora a sua posi¢do filogenética seja incerta.

9. Apesar de ser um grupo essencialmente marinho, os Scorpaeniformes apresentam
uma grande diversidade cariotipica, diferentemente dos outros grupos marinhos
ja estudados cromossdmicamente, que, contrariamente, mostraram uma alta

estabilidade cariotipica.
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APENDICE




Quadro 1- Dados de coleta e de laboratorio da espécie
Scorpaena brasiliensis.Cc- Canal central; U- Urca; PV- Praia Vermelha; D- Preparagio
diretd; Ti- Tratamento in vitro e C- Cultura de curto termo.

no. no. datade local de sexo técnica inje¢do de  resultado
UFRJ  MNRJ coleta coleta utilizada fermento
352 13566 11/11/93 Cc o Ti(TC199) + +
359 02/12/93 Cc 4 Ti(TC199) + -
377 24/12/93 Cc 9 Ti(TC199) + -
388 13/01/94 Cc o Ti(KCL) - -
393 30/03/94 Cc ? D -
404 28/05/94 Cc o C - -
418 30/08/94 Cc Q D - -
443 13567 16/12/94 Cc Q D + +
449 25/01/95 Cc Q D + -
451 30/01/95 Cc ? D + -

Quadro 2- Dados de coleta e de laboratdrio da espécie
Scorpaena isthmensis. Cc- Canal central; U- Urca; PV- Praia Vermelha; D- Preparagdo
direta; Ti- Tratamento in vitro e C- Cultura de curto termo.

no. no. datade localde sexo técnica injegdo de  resultado
UFRJ MNRJ coleta coleta utilizada fermento

265 13568 11/02/93 8) ? D - +
285 29/03/93 PV o D - -
286 30/03/93 PV Q Ti (RPMI) - -
287 30/03/93 PV Q Ti (RPMI) - -
288 13569  30/03/93 PV Q D - +
322 13570  16/06/93 8] o D - +
327 13571 28/06/93 PV o Ti (RPMI) - +
328 14263  01/07/93 PV Q Ti (RPMI) + +
329 13572 23/07/93 PV -4 Ti (RPMI) + +
330 13572 23/07/93 PV e Ti (RPMI) + +
331 23/07/93 PV Q D + -
332 13573  27/07/93 PV Q Ti (RPMI) + +
333 13573 27/07/93 PV Q Ti (RPMI) + +
355 13574  18/11/93 Cc o Ti (TC199) + +
389 13575 13/01/94 Cc o Ti (TC199) + +
397 27/04/94 Cc 4 Ti (KCL) +

402 16/05/94 Cc Q D - -
405 13576  29/05/94 Cc o C - +
409 13577  10/06/94 Cc o D - +
411 14264  11/06/94 Cc o D - +
419 19/09/94 Cc 4 D - -
420 19/09/94 Cc 4 D - -
421 19/09/94 Cc Q D - -
422 19/09/94 Cc o D - -
426 13578  23/09/94 Cc o D + +
427 23/09/94 Cc Q D + -
432 13579  31/10/94 Cc Q D - +
433 14265 01/11/94 Cc Q D + +
434 14265 01/11/94 Cc o D + +
442 13580  16/12/94 Cc o D + +
444 14266 17/12/94 Cc Q D + +
445 14266  17/12/94 Cc o D + +
446 20/12/94 Cc Q D + -
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Quadro 3- Dados de coleta e de laboratorio da espécie
Dactylopterus volitans. Cc- Canal central, U- Urca, PV- Praia Vermelha; D- Preparagdo
direta; Ti- Tratamento in vitro e C- Cultura de curto termo.

no. no. datade localde sexo técnica injegdo de  resuitado
UFRJ  MNRJ coleta coleta utilizada fermento
302 12/05/93 U o D - -
303 12/05/93 U o Ti (RPMI) - -
306 13/05/93 U o Ti (RPMI) - -
407 13581 10/06/94 Cc o CeD - +
410 14267 11/06/94 Cc o C - +
412 14267 11/06/94 Cc ? C - +
415 22/06/94 Cc o C - -
424 22/09/94 Cc o C - -
428 05/10/94 Cc ? C - -
447 24/01/95 Cc ° C - -

Quadro 4- Dados de coleta e de laboratorio da espécie
Prionotus punctatus. Cc- Canal central; U- Urca; PV- Praia Vermelha; D- Preparagio
direta; Ti- Tratamento in vitro e C- Cultura de curto termo.

no. no. datade localde sexo técnica injegdo de  resultado
UFRJ MNRJ coleta coleta utilizada fermento

366 14/12/93 Cc o Ti(KCL) - -
367 14/12/93 Cc o Ti(KCL) - -
368 14/12/93 Cc o D - -
370 16/12/93 Cc o D - -
371 16/12/93 Ce o D - -
392 25/03/94 Cc ? Ti(KCL) - -
398 27/04/94 Cc ? Ti(KCL) - -
401 16/05/94 Cc ? Ti(KCL) - -
406 13582 29/05/94 Cc 2 C - +
408 10/06/94 Cc o D - -
423 13583 22/09/94 Cc Q C - -
425 13583 22/09/94 Cc o C - +
429 05/10/94 Cc 2 C - -
430 05/10/94 Cc 2 C - -
431 05/10/94 Cc 2 C - -
436 13584  08/11/94 Cc Q C - +
437 08/11/94  Cc o Ti(TC199) - -
438 08/11/94 Cc Q C - -
439 14268  10/11/94 Cc Q C - +
440 11/11/94 Cc Q Ti(TC199) - -
448 24/01/95 Cc o C - -
450 30/01/95 Cc -] C - -
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