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RESUMO

Estudos citogenéticos basicos e moleculares foram realizados em cinco
populagdes de Apareidon affinis (Parodontidae): Rio Passa Cinco, Ipeuna — SP; Rio
Piracicaba, Piracicaba — SP; Rio Parana (lago da represa de ltaipu — Santa Helena —
PR) pertencentes ao sistema hidrografico do Alto Rio Parana e duas populagdes da
bacia do alto Rio Paraguai, rio Cuiaba, Cuiaba - MT e rio Paraguai, Caceres - MT. A
analise convencional mostrou que nas trés populacdes do sistema alto rio Parana
apresenta 2n = 54 cromossomos para machos e 2n = 55 cromossomos para fémeas.
Esta diferenca de numero cromossdémico € resultado da presenca do sistema de
cromossomos sexuais multiplo com heterogamia feminina, do tipo ZZ/ZWW,. A
féormula cromossbmica e numero fundamental para estas trés populacées foi 50
m/sm + 4 st, NF = 108 para machos e; 49 m/sm + 6 st, NF = 110 para fémeas. O
cromossomo sexual Z é caracterizado por ser o maior cromossomo metacéntrico do
complemento, enquanto os cromossomos W1 e W, sdo subtelocéntricos com metade
do tamanho do cromossomo Z. A populacéo do rio Cuiaba, por sua vez, possui 2n =
54 cromossomos para machos e fémeas, formula cromossdmica 42 m/sm + 2 st + 10
a e; NF = 98 e a populagdo do rio Paraguai ndo apresenta heteromorfismo de
cromossomos sexuais e féormula cariotipica 36 m/sm + 2 st + 16 a. Hibridizagdo in
situ fluorescente (FISH) com DNAs ribossomais 18S e 5S foram realizadas nas
diferentes populacbes de A. affinis, resultando em apenas um par cromossémico
metacéntrico marcado com DNAr 5S para as populagcdes do Alto Rio Parana, uma
situagao heteromoérfica com um cromossomo metacéntrico e um acrocéntrico para a
populacao do rio Cuiaba e; um par acrocéntrico para a populagao do rio Paraguai. O
DNAr 18S foi localizado na regido terminal do brago longo de um par cromossémico
subtelocéntrico, de todas as populagdes estudadas podendo ser considerado uma
caracteristica sinapomorfica para a familia, quando comparada com o grupo irmao
Anostomidae. FISH com DNA satélite pPh2004 isolado de Parodon hilarii também foi
realizada nas populagdes dos sistemas hidrograficos do alto rio Parana e bacia do
rio Paraguai, evidenciando hibridagdo positiva em sitios diferenciais: 3 — 4 pares
marcados, todos m/sm com divergéncia populacional no Alto Rio Parana e, 6 — 8
pares marcados, também com divergéncia para as populag¢des do rio Paraguai, em

sua maioria acrocéntricos. Assim, levando em consideragdo as diferencas



cromossOmicas entre Alto Rio Parana e Rio Paraguai é possivel afirmar a existéncia
a de uma alta diferenciagao cariotipica entre as populacdes dos diferentes sistemas
hidrograficos em isolamento de fluxo génico. Diferenciagcdo menor também pode ser
constatada quando comparadas as localidades de um mesmo sistema hidrografico.
Deste modo, é possivel afirmar que as populagdes de A. affinis do Alto Rio Parana

sao divergentes, possibilitando que sua condigao taxonémica seja revista.

Palavras-chave: Citogenética, taxonomia, complexo de espécies, marcadores

cromossdmicos.



ABSTRACT

Basic and molecular cytogenetic studies were carried out in Apareiodon affinis
(Parodontidae) of five populations: Passa Cinco River, Ipeuna — SP; Piracicaba
River, Piracicaba — SP; Parana River (lake of the Itaipu dam - Santa Helena — PR) all
belong to Upper Parana River hidrografic system and; two localities of the Paraguay
River drainage, Cuiaba River, Cuiaba - MT and, Paraguay River, Caceres - MT. The
conventional analysis showed that the three populations of the Upper Parana River
system have 2n = 54 chromosomes to males and 2n= 55 chromosomes to females.
Those differences in the chromosome number are due to by presence of sex
chromosome system showing female heterogamety ZZ/ZW W, type. The karyotypic
formula and fundamental number (FN) for these three populations was 50 m/sm + 4
st. FN = 108 to males and; 49 m/sm + 6 st, FN = 110 to females. The sex
chromosomes Z was characterized as the largest metacentric, while the chromosome
W; and W, appears to be subtelocentrics and have half the size of the Z
chromosome. In turn, the population of the Cuiaba River, Cuiaba — MT have 2n = 54
chromosome to males and females, karyotypic formula 42 m/sm + 2 st + 10 a and FN
= 98 and; the Paraguay River population show 2n = 54 chromosomes and no
heteromorphic sex chromosomes system and, karyotypic formula 36 m/sm + 2st + 16
a. Fluorescence in situ hybridizations (FISH) com 18S and 5S ribosomal DNAs were
performed in the different populations of A. affinis, resulting in (i) a single metacentric
chromosome pair bearing 5S rDNA sites for the samples on the Upper Parana River,
(il) a heteromorphic situation of a chromosome metacentric and one acrocentric for
the population of the Cuiaba River and; (iii) a acrocentric pair bearing 5S rDNA sites
for the population of the Paraguay River. The 18S rDNA was found in the terminal
region of the long arm of a subtelocentric pair in all populations. This situation is
considered a sinapomorfic feature in Parodontidae when compared with the sister
group Anostomidae. FISH with pPh2004 satellite DNA was also performed in all the
populations of this study showing positive hybridization in differential sites: 3-4 pairs
all m/sm in the Upper Parana River samples and; 6-8 st/a pairs in the Paraguay River
samples. Thus, the cytogenetic differences observed between Upper Parana and
Paraguay Rivers populations is possible to affirm the occurrence of a high karyotipic
differentiation in gene flow restriction. Lower cytogenetic differentiation can be
observed also when compared samples from the same river system. Thus, is
possible to state that A. affinis of the Upper Parana River population is divergent and
should have their taxonomic condition reviewed.

Keywords: cytogenetics, taxonomy, species complex, chromosomal markers.
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1. INTRODUGAO

1.1 Caracteristicas gerais sobre a biologia e sistematica da Ordem

Characiformes

Os peixes representam o maior grupo de vertebrados existente, com cerca de
32.500 espécies (ESCHMEYER; FONG, 2013). Na América do Sul, o numero de
peixes de agua doce pode chegar a 5000, que, juntamente com a América Central,
representa uma das mais diversificadas e ricas ictiofaunas, englobando
aproximadamente 8000 espécies descritas, representando cerca de 25% de toda a
diversidade de peixes do mundo (BOLHKE; WEITZMANN; MENEZES, 1978; LOWE-
MCCONNELL, 1999; ESCHMEYER; FONG, 2013).

Entre os Ostariophysis, os componentes da ordem Characiformes sao os
peixes com maior diversidade morfolégica, as quais tém sido fontes valiosas de
informagdes para a filogenia desse grupo. De acordo com BUCKUP (1998), a ordem
Characiformes compreende 18 familias, mas suas relacbes de parentesco sao
pobremente conhecidas e a monofilia em muitos grupos € incerta. Estdo agrupados
em Characiformes: Chilodontidae, Distichodontidae, Citharinidae, Curimatidae,
Parodontidae, Prochilodontidae, Lebiasinidae, Anostomidae, Crenuchidae,
Hemiodontidae, Alestiidae, Gasteropelecidae, Characidae, Acestrorhynchidae,
Cynodontidae, Erythrinidae, Ctenolucidae e Hepsetidae (NELSON, 2006).
Entretanto, dois grandes grupos monofiléticos podem ser reconhecidos nos
Characiformes, Distichodontoidei e Characoidei, este ultimo incluindo a familia
Parodontidae (BUCKUP,1998).

A ordem Characiformes tem distribuicao biogeografica em regides tropicais e
subtropicais. Ainda, o confinamento de Characiformes em habitats exclusivamente
dulcicolas os torna intimamente ligados a dindmica da historia geoldgica, e
frequentemente séo alvos de levantamentos sobre a histéria biogeografica de faunas
de agua doce (MYERS, 2001). Characiformes africanos e neotropicais nao parecem
formar grupos monofiléticos e Buckup (1991) destacou a intolerancia a salinidade
entre os peixes desta ordem. Dessa forma Lundberg (1993) sugere que a origem da
maioria dos grandes clados deve ter suscedido & separagdo continental entre Africa

e Américas (Sul e Central). Os Characiformes com sua maior diversidade na regiéo
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Neotropical representam aproximadamente 43% das espécies de peixes de agua-
doce na Amazénia e cerca de 30% das espécies de peixes neotropicais.

Nesta regido Neotropical a gama de especializagdes troficas encontradas
entre Characiformes é comparavel aos ciclideos e inclui peixes detritivoros,
herbivoros, planctofagia e predatismo (ORTi; MEYER, 1997). Algumas espécies
possuem adaptagdes morfoldgicas e fisioldgicas de sobrevivéncia em condigcbes de
hipéxia, comuns a ambientes inundados (ORTI; MEYER, 1997). Sua morfologia
externa é especifica, além do corpo recoberto por escamas ctenoides, a excessao
da cabecga, possuem caracteristicas que os diferenciam dos demais grupos, tais
como: presencga de uma nadadeira adiposa; 5 a 12 raios moles nas nadadeiras; pré-
maxilar fixo ao cranio e nadadeiras pélvicas (ventrais) situadas geralmente bem

atras da insergao das peitorais (BRITSKI et al., 2007).

1.2 Contexto geral das bacias hidrograficas do Rio Parana, Paraguai e Uruguai

A diversidade de organismos em ambientes de agua doce brasileiros deve-se
a presengca de grandes sistemas hidrograficos com relevante distingéo
ictiofaunistica. Esta distingdo da ictiofauna se deve a restrigdo do fluxo génico
imposta pelo isolamento geografico na origem dos grandes sistemas hidrograficos. A
maioria dos peixes que habitam esses ambientes pertence ao grupo dos
Actinopterygii, onde as cinco maiores ordens (Characiformes, Siluriformes,
Perciformes, Cyprinodontiformes e Gymnotiformes) detém 95% das espécies dos
peixes conhecidos no Brasil (ROSA; LIMA, 2008).

O Brasil apresenta o maior numero de peixes de agua doce do mundo,
compreendendo 2.587 espécies catalogadas, e considera-se que este numero possa
ser subestimado (BUCKUP; MENEZES; GHAzZI, 2007). Provavelmente 30 a 40%
dos peixes neotropicais de agua doce ndo foram descritos e, sendo assim, a
diversidade de peixes continentais para as aguas brasileiras pode atingir 5.000
espécies (REIS; KULLANDER; FERRARIS, 2003). Este elevado numero de espécies
faz com que os peixes neotropicais representem 13% da biodiversidade total de
vertebrados, embora ocorram em menos de 0.003% (por volume) dos ecossistemas
aquéaticos do mundo (AGOSTINHO; THOMAZ; GOMES, 2005).

A caracterizagdo da bacia hidrografica torna-se indispensavel para a

percepcao de mecanismos que ocorrem neste meio e, posteriormente, desenvolver
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projetos visando a dindmica ambiental local (SANTOS et al., 2012). Bacias
hidrograficas sdo conjuntos de terras, limitadas por regides mais altas do relevo que
constituem os divisores de aguas, conduzindo as precipitagdes de um ponto mais
elevado para uma regido abaixo, promovendo a formagao de afluentes, acarretando
em um curso de agua principal (PARANA, 2010). E um meio fisico passivel de acdes
hidrologicas devido a processos de evapotranspiragdo, regimes pluviomeétricos,
capacidade de escoamento superficial, bem como até o seu exutorio (LIMA, 2008).
Considerada a segunda maior bacia da América do Sul, a bacia do Rio
Parana, principal formador da bacia Platina, esta localizada entre as coordenadas
15° 25’ 47 e 26° 50’ 55” de latitude sul e 43° 34’ 55’ e 55° 55’ 53” de longitude oeste
abrange 10% do territorio nacional com 879.860 km? (AGOSTINHO; JULIO, 1999;
LOWE-MCCONNELL, 1999). Esta bacia drena uma imensa area ao sul do escudo
brasileiro e ao longo do seu curso recebe inumeros grandes rios: Grande, Iguacu,
Paranaiba, Paranapanema, Tiéte, entre outros (LUNDBERG, 1998). A bacia do Rio
Parana se divide em duas grandes regides denominadas, Alto Rio Parana e Baixo
Rio Parana (BRASIL, 2013). Mais ao sul, a bacia do Rio Parana e o Rio Paraguai
unidos aos Rios Uruguai e Prata constituem a bacia Platina (SOUZA, 1993). O
Sistema do Alto Rio Parana (doravante Alto Parana) inclui toda a drenagem do Rio
Parana (Figura 1) a montante do antigo Salto de Sete Quedas (agora inundado pelo
Reservatério de Itaipu) (BONETTO, 1986; BRITSKI; LANGEANI, 1988). Com
aproximadamente 900 mil km?, essa porgdo da bacia é representada por dominios
morfoclimaticos que incluem Florestas Estacionais Semideciduais, Cerrados,
Florestas Ombréfilas Mistas, Campos Rupestres e Matas de Galeria (HUECK;
SEIBERT, 1981). O Alto Parana abriga cerca de 310 espécies de peixes, distribuidas
em 11 ordens e 38 familias (LANGEANI et al., 2007). Apesar da ictiofauna do Alto
Parana ser uma das mais conhecidas e estudadas, o numero de espécies descritas
ou referidas para a area tem crescido exponencialmente, o que indica que a riqueza

apresentada esta longe de representar a realidade (LANGEANI et al., 2007).
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Figura 1. Destaque de parte do Mapa da América do Sul com representagédo da Bacia Parana/Platina.
No mapa sao marcadas as regides das antigas Setes Quedas (1), e da barragem da Usina
hidrelétrica de Itaipu (2), a qual delimita as regides denominadas Alto Rio Parana a montante e Baixo
Rio Parana a jusante. Em 3 esta representada a confluéncia dos rios Parana e Paraguai, formando o
denominado rio da Prata. No ponto 4 esta representado a desembocadura do rio Uruguai no rio da
Prata, que por sua vez, desagua no Atlantico. Fonte: LabTrans/UFSC, com modificagdes.

Na bacia do Rio Parana, os saltos de Sete Quedas eram uma importante
barreira geografica situada no municipio de Guaira — Parana, que delimitavam duas
provincias ictiofaunisticas distintas (BONETTO, 1986), ou seja, a do Alto Parana (da
confluéncia dos Rios Paranaiba e Grande até as antigas Sete Quedas) e Parano-
Platense (das antigas Sete Quedas até a foz do Rio lguagu), também chamado
médio Parana (AGOSTINHO; JULIO, 1999; LOWE-MCCONNELL, 1999; GRACA;
PAVANELLI, 2007; LANGEANI, 2007). Com a formacao da hidrelétrica de ltaipu e
consequente inundagédo dos Saltos de Sete Quedas (Guaira-Pr) a barreira
geografica ficou deslocada a barragem da usina (a 150 quildmetros abaixo em Foz
do Iguacu-PR), permitindo uma notavel dispersao de espécies do médio Parana para
os trechos a montante (LOMWE-MCCONNELL, 1999). Por exemplo, cardumes de
dourado e curimba n&o vistos na regido acima de Guaira passaram a utilizar o Rio
Piquiri (localizado acima dos antigos Saltos) como area de desova (AGOSTINHO et
al., 1993). Apesar desta evidéncia, nao se dispde de levantamentos ictiofaunisticos
prévios com abrangéncia suficiente para quantificar essas introdugdes, embora a
eficacia da barreira representada por Sete Quedas para a subida dos peixes seja
ainda discutida, € aceito que pelo menos em anos de grandes cheias, algumas

espécies mais arrojadas conseguiam transpo-la (LOMWE-MC CONNELL, 1999).
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O sistema do Baixo Rio Parana pertence a regiao ictiofaunistica do Parana
(GERY, 1969) inclui o sistema dos Rios da Plata-Uruguai-Parana-Paraguai
(BRITSKI; LANGEANI, 1988; MENEZES, 1988; WEITZMAN; LANGEANI, 1988;
LANGEANI, 1990; MENEZES, 1996; CASTRO; CASSATI, 1997). A drea como um
todo se localiza na face sul do Escudo Brasileiro e inclui fragdes dos dominios
morfoclimaticos dos Cerrados, Planaltos de Araucarias e Tropical Umido, bem como
as regides de transicdo correspondentes entre eles (AB’ SABER, 1977). Quanto &
fitogeografia, a regido abrange areas pertencentes as provincias Atlantica e Central
(RIZZINI, 1997) com vegetacao caracterizada por Florestas Subtropicais Deciduas e
Mescofiticas, Cerrados, Florestas de Araucarias, Campos Rupestres e Matas de
Galeria.

Outro importante formador da bacia Parano-Platense na sua regido Noroeste
€ o rio Paraguai. Este rio, desde sua nascente, na regido de Diamantino (MT), até
sua confluéncia com o Rio Parana, em Corrientes — Argentina detém 2.621 km de
extensdo no sentido norte-sul e uma area de drenagem de 1.095.000 km?, sendo
33% no Brasil e o restante na Bolivia, Paraguai e Argentina. A regiado hidrografica do
Paraguai compreende, no territorio brasileiro, uma area de 362.259 km? dos quais
52% correspondem ao Mato Grosso e 48% ao Mato Grosso do Sul. As cidades de
Cuiaba, Varzea Grande, Rondonépolis e Caceres, no Mato Grosso, e Corumba, no
Mato Grosso do Sul, estédo localizadas na Bacia do Alto Paraguai (Figura 1), que é
caracterizada por abranger um dos maiores divisores de aguas entre a Bacia
Amazoénica e a Bacia do Paraguai-Parana (SAMPAIO, 2008).

O Rio Paraguai, confere a extensa planicie de inundacao do Pantanal, tendo
uma grande variedade de fauna e flora, procedentes de regides da Amazdbnia, do
Chaco, do Cerrado e da Mata Atlantica, que contribuem para sua diversidade
biolégica. Os principais formadores do Rio Paraguai sdao os Rios Cuiaba, Sao
Lourenco, Piquiri, Taquari, Miranda e Negro, todos pela margem esquerda. De modo
geral, o Rio Paraguai e seus tributarios tém drenagem lenta quando descem do
planalto e encontram a planicie (ALHO, 2003). Esses rios, ao entrarem no Pantanal,
sofrem drastica redugdo de velocidade, decorrente da brusca mudanca de
declividade da linha de agua (KAWATAKE, 2006).

O clima na bacia do Rio Paraguai varia muito, ficando cada vez mais seco e
sazonal no sentido leste/oeste e norte/sul. Nas regides norte e nordeste, o clima é
tropical, com chuvas abundantes no verao e periodos de estiagem de trés ou quatro
meses. Na porgao sudeste, predomina o clima subtropical com influéncia de frentes
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frias no inverno. As regides centro-sul e sudeste tém clima seco, com forte
sazonalidade na distribuicdo das chuvas. A medida que o relevo se eleva na borda
leste dos Andes, a umidade diminui e, nas por¢gdes mais altas, predomina um clima
semideseértico (WWF, 2012).

Ao sudeste da bacia Parano-Platense incorpora-se a drenagem do rio Uruguai
(Figura 1), a qual abrange uma area de 384.000 km?, dos quais 176.000 km? situam-
se em territorio brasileiro, compreendendo 46.000 km? no Estado de Santa Catarina
e 130.000 km? no Estado do Rio Grande do Sul. A bacia se estende entre os
paralelos 27° e 34° Sul e 49°30’ e 58°15 Oeste, sendo delimitada ao norte e
nordeste pela Serra Geral, ao Sul pela fronteira com a Republica oriental do Uruguai,
a Leste pela depressao central Rio Grandense e a oeste pela Argentina (BRASIL,
2008).

O Rio Uruguai nasce da confluéncia dos rios Canoas e Pelotas, acima do
nivel do mar, percorrendo um total de 2.262 km até desembocar no estuario da
Plata, do qual fazem parte o Rio Parana e Rio Paraguai, o qual, por fim desagua no
Atlantico. Na porcéo inicial ele delimita os estados de Santa Catarina e Rio Grande
do Sul, sendo que com a confluéncia com o Rio Peperi-Guagu, passa a fazer a
divisa do Brasil com a Argentina e em seguida da Argentina com o Uruguai. No total
do seu percurso, o Rio Uruguai pode ser dividido por barreiras fisicas em Alto, Médio
e Baixo Rio Uruguai (ZANIBONI-FILHO, 2003).

A fauna de peixes do rio Uruguai € similar a do Rio Parana, porém, foram
identificadas apenas 251 espécies (HAHN; PAVANELLI; OKADA, 2000). A espécie
mais abundante e intensamente pescada na regido € o Prochilodus lineatus
(curimba ou curimbata), seguido de Schizodon nasutus (ximboré) e Pterodoras
granulosus (abotoado), podendo se destacar também outras espécies migratérias de
interesse comercial e esportivo, como Salminus brasiliensis e Luciopmenlodus pati
(pati). As espécies migradoras presentes no baixo Rio Uruguai parecem adaptadas a
usar a boca dos afluentes como areas de criacdo, em virtude da auséncia de
ambientes de varzea ideais ao crescimento de larvas (CAROLSFIED et al., 2003).
Na regido do médio Uruguai limita-se a descrigéo feita por Bertoletti et al. (1989),
onde foram encontradas 71 espécies. Desta forma, o estudo comparativo de
populacdes da espécie Apareiodon affinis, a qual é descrita morfologicamente para
toda a Bacia do Plata é de importancia para a citotaxonomia e entendimento da

historia evolutiva destes peixes.



20

1.3 Caracterizagao da familia Parodontidae

A familia Parodontidae Eigenmann (1910) é representada por um pequeno
grupo de peixes neotropicais reunidos em trés géneros (Parodon Valenciennes,
1849; Saccodon Kner, 1863 e Apareiodon Eigenmann, 1916) com 32 espécies
validas sendo destas 15 pertencentes ao género Apareiodon, 14 ao género Parodon
e 3 ao género Saccodon (ESCHMEYER; FONG, 2013).

A distribuicdo geografica desta familia de peixes €& exclusiva a regido
Neotropical (PAVANELLI, 2003; PAVANELLI; BRITSKI, 2003). O género Saccodon
possui uma distribuicdo mais restrita ao norte do Continente Sul Americano, sendo
encontrado na bacia costeira no Panama, Colémbia e Equador (ROBERTS, 1974).
Por sua vez, os géneros Parodon e Apareiodon estdo distribuidos por todo o
continente sul americano, com exce¢édo das bacias do Atlantico Sul, Patagoénia e
canal do Rio Amazonas (PAVANELLI; BRITSKI, 2003).

A familia Parodontidae no que concerne a sua formagdo € um grupo
sustentado por caracteres morfoloégicos bem definidos (TRAVASSOS, 1955;
ROBERTS, 1974; PAVANELLI, 2003; 2007). Suas espécies podem ser facilmente
diagnosticadas dos demais Characiformes por possuirem boca inferior com
mandibula espatulada e desprovida de dentes anterior, dentes pré-maxilares
pedunculados com borda distal larga, multicuspidada e distribuidos em uma unica
série, e pela auséncia de labio superior (PAVANELLI; BRITSKI, 2003). Entretanto, as
diferengcas morfolégicas descritas entre os trés géneros estdo relacionadas com a
coloragao do corpo e o padrdao dentario, o que leva a questionamentos quanto ao
agrupamento das espécies (INGENITO, 2008). Representantes dessa familia
apresentam morfologia externa fusiforme, com face ventral plana (Figura 2)

comumente conhecidos como “peixe-charuto”, “virolitos”, “canivetes” ou “rollizos”,

encontrados em ambientes I6ticos de riachos de cabeceira (PAVANELLI, 2003).
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Figura 2. Exemplar de Parodon pongoensis (Familia Parodontidae) em vistas lateral e dorsal,
evidenciando a morfologia fusiforme com a face ventral do corpo plana. Fonte: ALLIEN, W.R. CAS
Ichthyology Primary Types Imagebase, 1943.

Os trés géneros da familia Parodontidae sao tradicionalmente caracterizados
pela variagao de dois caracteres: numero de raios indivisos nas nadadeiras peitorais
(um raio em Parodon e Apareiodon e dois em Saccodon) (Figura 3) e auséncia de
dentes na regido latero-posterior da mandibula em Apareiodon e Saccodon (Figura
4) (PAVANELLI, 1999). Incertezas quanto a agrupamento de espécies de
Parodontidae nos respectivos géneros sao antigas, Shultz e Miles (1943) indagavam
a legitimidade de Apareiodon em razdo da auséncia de dentes em espécimes
juvenis de Parodon, a exemplo de P. pongoensis, descrito no género Apareiodon e,
em seguida, destinado ao género Parodon devido a descoberta de dois pequenos
dentes mandibulares no holétipo (SHULTZ; MILES, 1943). Desta forma, diante da
auséncia de caracteres robustos ocorrem questionamentos para a classificagado das
espécies nos géneros de Parodontidae (PAVANELLI; BRITSKI, 2003; INGENITO;
BUCKUP, 2005; VICARI et al., 2006a, INGENITO, 2008).
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Figura 3. Exemplar de Parodon pongoensis (Familia Parodontidae) em vistas lateral e ventral,
evidenciando o raio indiviso nas nadadeiras peitorais. Fonte: ALLIEN, W.R. CAS Ichthyology Primary
Types Imagebase, 1943.
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Figura 4. Ossos mandibulares direitos em vista medial. Em (a) Parodon nasus portando trés dentes
formados e quatro dentes de reposigdo; em (b) Apareiodon affinis e; em (c) Apareiodon ibitiensis com
detalhe do alvéolo dentario portando um dente reduzido e trés dentes vestigiais. Fonte: INGENITO,
L.F.S. Analise filogenética da familia Parodontidae (Teleostei, Characiformes), Tese de doutorado.
Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2008.

Ingenito (2008) realizou uma analise filogenética com o método cladistico de
parcimbnia utilizando caracteres osteoldgicos e morfolégicos, onde considerou
Saccodon grupo irmao de Parodon e nao encontrou evidéncias filogenéticas que

sustentassem a manutencgao do género Apareiodon, o qual foi considerado sinénimo
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junior de Parodon. Dentro desta proposta, o género Parodon, em sua nova possivel
delimitacdo, é sustentado por pelo menos nove sinapomorfias exclusivas dentro de

Parodontidae (Figura 5).

Citharinoidei

Anostomoidea Grupo externo
Demais Characoidea

—— Saccodon dariensis
—— Saccodon terminalis I Saccodon
~——— Saccodon wagneri
— “Apareiodon” gransabana
—— Parodon guyanensis
— “Apareiodon” orinocensis
59 Parodon hilarii
Parodon carrikeri
| X 651 —— Parodon buckleyi

>2

L 50 —— Parodon nasus
—— Parodon suborbitalis
== | 1 Parodon apolinari

37 o1 Parodon bifasciatus

Parodon caliensis
Parodon moreirai

1 Parodon pongoensis Parodon
13 — “Apareiodon” cavalcante
1 — “Apareiodon” machrisi
21 —— “Apareiodon” piracicabae
1 ;— “Apareiodon” vittatus

>2 “Apareiodon” affinis
15
E{: “Apareiodon"” argenteus

—— “Apareiodon” hasemani

1 |—— “Apareiodon” itapicuruensis
“Apareiodon” davisi
“Apareiodon” vladii
“Apareiodon” ibitiensis
“Apareiodon” tigrinus
“Apareiodon” sp.

Figura 5. Cladograma consenso estrito das relacdes de Parodontidae na proposta da filogenia
morfoldgica de Ingenito 2008. Fonte: INGENITO, L.F.S. Anadlise filogenética da familia Parodontidae
(Teleostei, Characiformes), Tese de Doutorado. Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, 2008.

Por sua vez, uma andlise de agrupamento baseada em caracteres
cromossOmicos evidencia que espécies de Parodon estado mais relacionadas entre si
quando comparadas a Apareiodon, a excessao de A. affinis (Figura 6), que
provavelmente divergiu de uma linhagem de Parodon (SCHEMBERGER et al.,
2011). Estudos com sequenciamento do gene mitocondrial Citocromo Oxidase |

(CQl) de espécies do género Parodon e Apareiodon mostraram a ocorréncia de dois
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clados bem sustentados (Figura 7), corroborando a manutencgéo destes dois géneros

(BELLAFRONTE et al., 2013).

P. nasus

P. pongoensis
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Figura 6. Arvore consenso das relagdes de Parodontidae na proposta da filogenia cromossdmica de
Schemberger et al. (2011). Fonte: SCHEMBERGER, M.O. et al. Differentiation of repetitive DNA sites
and sex chromosome systems reveal closely related group in Parodontidae (Actinopterygii:
Characiformes). Genetica,v. 139, p. 1499-1508, 2011.
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Figura 7. Cladograma evidenciando as relacbes de Parodontidae na proposta de filogenia molecular
usando os dados de sequenciamento de COl, Bellafronte et al. (2013). Fonte: BELLAFRONTE, E.S.
et al. DNA barcode of Parodontidae species from the La Plata river basin aplying new data to clarify
taxonomic problems. Neotropical Ichthyology, v. 11, n. 3, p. 497-506, set. 2013.
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Entre as caracteristicas morfolégicas para a diagnose de A. affinis estao:
forma retangular verticalmente alongada, borda cortante dos dentes pré-maxilares
reta e arestas arredondadas, angulo-articular alto, margem dorsal do angulo articular
fortemente céncava, auséncia de elemento terminal no final da sequéncia de raios
das nadadeira dorsal e caudal, processo isquiatico curto, lamela Ossea

desenvolvida, rastros branquiais mais largos nos arcos branquias 2 e 3.

1.4 Citogenética da familia Parodontidae

Dados citogenéticos ja foram publicados para 11 espécies dos géneros
Parodon e Apareiodon, sendo: A. piracicabae, A. vittatus, A. viadii, Apareiodon sp.,
A. ibitiensis, A. hasemani, A. affinis, P. nasus, P. pongoensis, P. hilarii, P. moreirai
(MOREIRA-FILHO; BERTOLLO; GALETTI, 1980; JESUS; MOREIRA-FILHO, 2000
a,b; JORGE; MOREIRA-FILHO, 2000, 2004; CENTOFANTE; BERTOLLO;
MOREIRA-FILHO, 2002; VICENTE et al., 2003; ROSA et al., 2006; VICARI et al.,
2006a; BELLAFRONTE et al., 2009, 2011, 2012; SCHEMBERGER et al., 2011). As
analises cromossémicas nestes dois géneros revelaram um numero diploide
conservado de 54 cromossomos, mas com consideravel heterogeneidade em
relacdo a distribuicdo de heterocromatina, atividade das regides organizadoras de
nucléolo (RONs), numero e localizagao dos sitios de DNAr 18S, 5S e de familias de
DNA satélite, e presenca de sistemas de cromossomos sexuais morfologicamente
diferenciados (para uma revisdo ver BELLAFRONTE et al., 2011; SCHEMBERGER
et al., 2011).

Entre os Parodontidae, os sitios de regides organizadoras de nucléolo
detectados por prata (Ag-RONSs) e por hibridagéo in situ fluorescente utilizando a
sonda de rDNA 18S estdo localizados na regiao terminal do braco longo de um
grande par cromossOmico subtelocéntrico em todas as espécies de Apareiodon ja
estudadas (JESUS; MOREIRA-FILHO, 2000a; JORGE; MOREIRA-FILHO, 2004,
ROSA et al., 2006; VICARI et al., 2006a; BELLAFRONTE et al., 2009, 2011, 2012),
com sitios adicionais observados em algumas populagdes de A. ibitiensis e A.
vittatus (BELLAFRONTE et al., 2009; 2011). Por outro lado, no género Parodon, as
RONs tém sido localizadas tanto em cromossomos subtelocéntricos, como em
cromossomos submetacéntricos (VICENTE et al., 2001; CENTOFANTE;
BERTOLLO; MOREIRA-FILHO, 2002; BELLAFRONTE; MARGARIDO; MOREIRA-
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FILHO, 2005), bem como em condicdo sinténica ao rDNA 5S em P. nasus
(BELLAFRONTE; MARGARIDO; MOREIRA-FILHO, 2005). Em Anostomidae, grupo
irmao de Parodontidae, o sitio das RONs se localiza, na maioria das espécies, em
regidao terminal de um par meta/submetacéntrico (GALETTI et al., 1991). Essa
condicdo é similar aquela verificada para as espécies do género Parodon, com
excecao de P. nasus e todas as espécies de Apareiodon estudadas, as quais
apresentam sitios de rDNA 18S possivelmente em localizagdo derivada para este
marcador dentro da familia Parodontidae.

No que se refere ao rDNA 5S, a localizagao proxima a regido centromérica de
um par submetacéntrico € a mais comumente verificada entre os parodontideos
(CENTOFANTE et al.,, 2002; VICARI et al., 2006a; BELLAFRONTE et al., 2009,
2011, 2012), marcagao que € homeodloga a encontrada em um par cromossdémico da
familia Anostomidae (MARTINS; GALETTI, 1999). Entretanto, sitios adicionais com
localizagbes variaveis podem ocorrer em algumas espécies do género Parodon,
além da provavel correspondéncia entre os sitios de rDNA 18S e 5S com a
heterocromatina GC-rica em alguns representantes da familia (VICENTE et al.,
2001; BELLAFRONTE; MARGARIDO; MOREIRA-FILHO, 2005; VICARI et al.,
2006a).

O traco marcante da diferenciagado nesta familia de peixes é a presenca de
sistemas de cromossomos sexuais simples ZZ/ZW e multiplo ZZ/ZW W, (MOREIRA-
FILHO; BERTOLLO; GALETTI, 1980, 1993; CENTOFANTE; BERTOLLO;
MOREIRA-FILHO, 2002; VICARI et al., 2006a; BELLAFRONTE et al.,, 2011;
SCHEMBERGER et al., 2011). Entre as espécies ja analisadas citogeneticamente,
sete delas apresentaram sistemas de cromossomos sexuais: ZZ/ZWW, para A.
affinis (sistema do Alto Rio Parana) e ZZ/ZW para as espécies P. hilarii, P. moreirai,
A. viadii, Apareiodon sp., A. ibitiensis e A. hasemani (MOREIRA-FILHO; BERTOLLO;
GALETTI, 1980; CENTOFANTE; BERTOLLO; MOREIRA-FILHO, 2002; VICENTE et
al.,, 2003; ROSA et al., 2006; VICARI et al., 2006a; BELLAFRONTE et al. 2009,
2011, 2012; SCHEMBERGER et al., 2011).

A localizagdo da heterocromatina nos cromossomos de Parodontidae é
observada principalmente nas regides centroméricas e/ou pericentroméricas e,
alguns blocos terminais de poucos cromossomos do complemento (MOREIRA-
FILHO; BERTOLLO; GALETTI, 1984; 1993; JESUS; MOREIRA-FILHO, 2000a;
JORGE; MOREIRA-FILHO, 2004; VICARI et al., 2006a; BELLAFRONTE et al. 2009,
2011, 2012). Por sua vez, a heterocromatina € um marcador util na identificagdo dos
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cromossomos sexuais ZZ/ZW dos parodontideos (CENTOFANTE; BERTOLLO;
MOREIRA-FILHO, 2002). O cromossomo Z apresenta pequenos blocos
heterocromaticos, sendo um proximal e outro terminal no braco curto
(CENTOFANTE; BERTOLLO; MOREIRA-FILHO, 2002; VICENTE et al., 2003;
VICARI et al., 2006a) para a maioria das espécies. O cromossomo W detém, além
do pequeno bloco terminal, um bloco heterocromatico maior em sua regiao
intersticial responsavel por tornar esta regido em brago maior quando comparado ao
cromossomo Z (CENTOFANTE; BERTOLLO; MOREIRA-FILHO, 2002; VICENTE et
al., 2003; VICARI et al., 2006a). Desta forma, a pequena regiao heterocromatica
proximal do brago curto existente no cromossomo Z corresponde ao brago longo do
cromossomo W, a excecao de A. hasemani (BELLAFRONTE et al., 2012).

Em Parodontidae, os DNA satélites tém tido ampla importancia no
entendimento da evolugdo cariotipica. Até o momento, dois DNAs satélites foram
descritos: o DNAs satélites pPh2004 (VICENTE et al, 2003) e WAp
(SCHEMBERGER et al.,, 2011). Vicente et al. (2003) isolaram e identificaram a
familia de DNA satélite pPh2004 em P. hilarii, sendo constituida de uma sequéncia
monomeérica composta de 200 pb com 60% de bases AT. O mapeamento fisico da
sequéncia pPh2004 mostra que este DNA satélite esta presente nos cromossomos Z
e W de espécies do género Parodon (além de cromossomos autossomos), no
entanto, ndo faz parte da regido heterocromatica amplificada do cromossomo W
(BELLAFRONTE et al., 2011). Este DNA satélite foi visualizado na regido terminal do
proto cromossomo sexual de P. pongoensis, em 8 sitios autossémicos e nos proto
cromossomos sexuais de P. nasus, em dois sitios autossdémicos e nos cromossomos
sexuais ZW de P. moreirai, em 14 sitios autossdmicos € nos cromossomos sexuais
ZW de P. hilarii, além de ser encontrado em seis sitios autossomicos de A. affinis do
Alto Rio Parana (BELLAFRONTE et al.,, 2011; SCHEMBERGER et al., 2011).
Apareiodon affinis é a Unica espécie do género, até o momento, a apresentar o DNA
satélite pPh2004, sendo que os sitios sdo observados em ambas as regides
terminais do cromossomo 2 e na regiao terminal do brago longo do cromossomo 13
(BELLAFRONTE et al., 2011; SCHEMBERGER et al., 2011).

Por sua vez, o DNA satélite WAp é capaz de detectar a regido de
amplificagdo e heteromorfismo do cromossomo W, corroborando a origem comum
deste sistema em Parodontidae, além de apresentar localizacdo em outros sitios
cromossémicos (SCHEMBERGER et al., 2011). Este DNA repetitivo foi obtido por
microdisseccdo de metafases C bandadas para identificagdo do bloco
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heterocromatico de diferenciagdo do cromossomo W de Apareiodon sp. (VICARI et
al.,, 2010) e subsequente amplificacdo por ‘Degenerate Oligonucleotide Primed /
Polimerase Chain Reaction’ (DOP-PCR). Com a localizag&o por FISH da sequéncia
WAp nas demais espécies de Parodontidae foi possivel determinar que o sistema de
cromossomos sexuais simples ZZ/ZW teve origem por uma inversao paracéntrica de
um sitio terminal da sonda WAp para a regidao proximal do brago curto de um par
cromossdmico metacéntrico e, posterior amplificagdo desta sequéncia levando a
diferenciacdo do cromossomo sexual W na maioria das espécies (SCHEMBERGER
et al., 2011).

Em uma analise de todos os conjuntos de marcadores cromossdémicos de
Parodontidae, Schemberger et al. (2011) propuseram grupos de espécies proximas
constituidos de: espécies sem cromossomos sexuais heteromorficos (A. piracicabae
e A. vittatus); com proto cromossomos sexuais e presenga de DNA satélite pPh2004
(P. nasus e P. pongoensis); com sistema de cromossomos sexuais heteromorficos
(Apareidon sp., A. ibitiensis, A. vladii e A. hasemani); com sistema de cromossomos
sexuais heteromorficos e presenca de DNA satélite pPh2004 (P. moreirai e P. hilarii);
além da espécie com sistema de cromossomos sexuais multiplos e DNA satélite
pPh2004 (A. affinis). Dessa forma, os principais marcadores cromossdmicos até
entdo mapeados que tem atuado na diversificagcdo cromossémica tém sido os DNAs
repetitivos pPh2004 e WAp juntamente com a diferenciagdo dos sistemas de
cromossomos sexuais heteromorficos.

A origem de sistemas de cromossomos sexuais multiplos, na maior parte dos
casos, se da por rearranjos de cromossomo sexual simples e autossomos (WHITE,
1973). Em A. affinis, existem duas propostas de origem do sistema sexual
ZZIZ\WW1W3: a primeira considera que rearranjos do tipo fissdo céntrica e inversao
pericéntrica do primeiro par metacéntrico originaram os cromossomos W4, e W;
(MOREIRA-FILHO; BERTOLLO; GALETTI, 1980); a segunda considera a ocorréncia
de rearranjos cromossdmicos do tipo translocagdo autossomo proto cromossomos
sexuais portadores de DNA satélite pPh2004 (SCHEMBERGER et al., 2011).
Posteriormente, rearranjos do tipo fissdo céntrica e inversao pericéntrica originaram
os cromossomos W1 e W, como proposto por Moreira-Filho, Bertollo e Galetti (1980).

Apareidon affinis (Steindachner, 1879) foi descrita para a bacia do Rio da
Prata (Argentina) e analises citogenéticas da sua localidade tipo nao foram
conduzidas, no entanto, popula¢des do Baixo Rio Parana néo apresentam evidéncia

de cromossomos sexuais € sdo caracterizadas por apresentar variagdo no numero
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de cromossomos acrocéntricos (JORGE; MOREIRA-FILHO, 2000). Cromossomos
acrocéntricos, em Parodontidae, s&o visualizados apenas nestas populagbes de A.
affinis do baixo Rio Parana e para a populagao da bacia do Rio Cuiaba, bacia do Rio
Paraguai, Cuiaba — MT (JORGE; MOREIRA-FILHO, 2000; 2004). Ja a populacao de
A. affinis do sistema Alto Rio Parana foi a uUnica a apresentar sistema de
cromossomos sexuais ZZ/ZWW, (MOREIRA-FILHO; BERTOLLO; GALETTI, 1980;
JORGE; MOREIRA-FILHO, 2000). Esta espécie também é relatada para a bacia do
Rio Uruguai (COPATTI; ZANINI; VALENTE, 2009), embora nenhum estudo
citogenético tenha sido realizado para esta populagdo. Desta forma, a
caracterizagao citogenética destas e outras populagdes com marcadores
cromossOmicos de DNAs repetitivos podem ser uteis na identificagdo deste provavel
caso de especiagdo nao acompanhado por modificacbes das caracteristicas

morfologicas.

1.5 Cromossomos sexuais

Ao contrario dos mamiferos e aves, o sistema de cromossomos sexuais
heteromdrficos em peixes ndo é uma condigdo plesiomorfica, possuindo origens
diferentes nos diversos géneros e familias, gerando sistemas simples distintos
XXIXY, ZZIZW e sistemas multiplos X1 X1XoXo/X1X2Y, XX/IXY1Ya, ZZIZW4Wo,
212125251242, W W, (ARTONI; BERTOLLO, 2002; MOREIRA-FILHO; BERTOLLO;
GALETTI, 1993; OLIVEIRA et al., 2008; SCHEMBERGER et al., 2011, entre outros).

A distingao dos sistemas cromossdmicos de determinagdo do sexo refere-se
ao sexo heterogamético: heterogamia feminina (ZZ/ZW) e heterogamia masculina
(XX/XY). As fémeas de mamiferos apresentam cromossomos sexuais homomorficos
(XX) e os machos heteromérficos (XY). Situacdo inversa € observada em aves e
algumas cobras onde ocorrem sistemas de cromossomos sexuais do tipo ZZ/ZW
(MATSUBARA et al.,, 2006). Clark e Wall (1996) relataram que os anfibios
apresentam sistemas de cromossomos sexuais do tipo ZZ/ZW, XX/XY e espécies
sem sistemas de cromossomos sexuais diferenciados.

Entre os vertebrados, a origem de um sistema de cromossomos sexuais esta
principalmente relacionada a diferenciacdo de um par autossémico que passa a ser
denominado de proto cromossomos sexuais (MATSUBARA et al., 2006). A etapa

essencial para o inicio da diferenciacdo dos cromossomos sexuais € a supressao de



32

recombinacdo entre homodlogos (NEI,1969). Para promover a supressao da
recombinagao cromossOmica entre 0s proto cromossomos sexuais, rearranjos
cromossOmicos do tipo inversdo, translocacdo e heterocromatizacdo s&o os
mecanismos principais (CLARK; WALL, 1996), além do extensivo acumulo de
elementos transponiveis (STEINEMANN; STEINEMANN, 2005).

Com a supressdo da recombinagdo e o inicio da diferenciagdo dos proto
cromossomos sexuais ocorre intensa degeneragdo do Y/W e consequente
decréscimo da fungéo dos locos da regido heteromorfica (MULLER, 1932). Dois s&o
os fatores para a ocorréncia de sua degeneragao: erosao da atividade génica e
mudancas de regides eucromaticas para heterocromatina. Uma das possibilidades
para a heterocromatizacdo do Y/W ¢é derivada da insercdo de elementos
transponiveis e DNAs satélites resultando em um padrao de replicacao tardio relativo
ao seu homologo (CHARLESWORTH; CHARLESWORTH; MARAIS, 2005),
facilitando a auséncia ou baixa frequéncia de recombinacdo (NANDA et al, 2000). O
aumento da supressdao da recombinagdo entre homologos e degeneragdo do
cromossomo Y/W também pode ser ocasionada pelas mudancas cromossémicas
estruturais tais como inversdes peri/paracéntricas (NANDA et al., 2000).

Os cromossomos sexuais multiplos de invertebrados sao originados a partir
de rearranjos cromossdmicos envolvendo autossomos e o0s sistemas de
cromossomos sexuais simples (WHITE, 1973; SMITH; VIRKK, 1978; SCHNEIDER et
al., 2006, entre outros). Entretanto, especificamente em peixes Neotropicais foram
descritos alguns mecanismos de origem de cromossomos sexuais multiplos sem
evidéncias de um estagio intermediario de cromossomos sexuais simples
heteromorficos (BERTOLLO et al.,, 1997; BERTOLLO; MESTRINER, 1998;
OLIVEIRA et al., 2008).

Quanto a origem dos sistemas de cromossomos sexuais multiplos em peixes,
embora ndao ocorram evidéncias para todos os sistemas multiplos descritos, sua
origem provavelmente estd relacionada a translocagcdo autossomo com o
cromossomo sexual simples em estagio inicial de diferenciagcédo. Este processo esta
atrelado aos sistemas ZZ/ZW e alguns sistemas XX/XY em peixes, 0s quais tem
aumento substancial do tamanho do cromossomo W/Y por acumulo de DNAs
repetitivos, os quais inviabilizariam a estabilidade da meiose em um sistema de
cromossomos sexuais multiplos (MOREIRA-FILHO; BERTOLLO; GALETTI, 1980).
Nesse caso, para a manutencdo de uma estrutura meidtica estavel dos sistemas

multiplos, essa heterocromatina do cromossomo W/Y deveria ser perdida durante o
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evento de origem; ou o surgimento do sistema multiplo pode ter ocorrido ja em
etapas iniciais da diferenciacdo do cromossomo W por translocagdo com par
autossémico (SCHEMBERGER et al., 2011; SILVA et al., 2011).

Estudos relacionados a meiose de peixes Neotropicais sdo escassos devido
ao pequeno conhecimento das etapas de maturacdo gonadal, da morfologia das
gbnodas, entre outros. Silva et al. (2011) relataram a importancia das analises
meidticas para demonstrar a ocorréncia de cromossomos sexuais em peixes, bem
como o comportamento durante a divisédo celular e a formagdo de gametas. O
comportamento meidtico do sistema de cromossomos sexuais multiplos
X1 X1 XX/ X1 XY da espécie de Hoplias malabaricus foi descrito por Bertollo e
Mestriner (1998). Nesta espécie ocorre a formacé&o de trivalente na fase de
paquiteno de machos e a correta segregagdo dos cCromossomos sexuais
(BERTOLLO; MESTRINER, 1998).

A maioria das espécies de Gymnotiformes analisadas at¢é o momento nao
apresenta sistemas de cromossomos sexuais heteromorficos e foi proposto que este
carater surgiu por eventos independentes nas diferentes espécies. Em duas
espécies de Gymnotiformes: Eigenmannia sp. € Brachyhypopomus pinicaudatus o
mecanismo de fusdo céntrica foi utilizado para a origem do cromossomo Y no
sistema multiplo X1 X1 XoX2/X1X2Y (ALMEIDA — TOLEDO et al.,, 2000 a, b; SILVA;
MARGARIDO, 2005). A analise dos cromossomos sexuais multiplos do tipo
XX XoXo/ X1 XY em trés espécies pertencentes de diferentes familias de
Gymnotiformes indicam eventos homoplasicos (SILVA; MARGARIDO, 2005).

Para estudar a origem dos sistemas sexuais em Gymnotus pantanal foi
utilizada a analise das células meidtica durante a fase paquiteno, a qual mostrou que
os elementos Xj, X2 e Y apresentam elevado grau de homologia, sugerindo origem
recente a partir de cromossomos nao diferenciados (SILVA et al., 2011). Nesta
espécie foi proposto o mecanismo de fusdo de autossomos para a origem do
cromossomo Y do sistema X1X1XoXo/X1X2Y (SILVA; MARGARIDO, 2005), entretanto
€ provavel a origem a partir de cromossomos sexuais indiferenciados (proto
cromossomos sexuais) e autossomos (SILVA et al., 2011). Desta forma, estudos
com maior numero de espécies, e com emprego de meétodos apropriados e de
meiose tornam-se necessarios para compreender a origem dos sistemas de

cromossomos sexuais multiplos em peixes.
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1.6 Organizagao dos DNAs repetitivos

1.6.1 Sequéncias repetitivas

Os DNAs repetitivos constituem grande porcentagem do genoma eucariotico,
sem apresentar relagdes quanto a quantidade e complexidade do organismo,
consistindo de sequéncias que podem ser idénticas ou semelhantes, que se repetem
diversas vezes podendo estar em tandem (lado a lado) ou podem estar dispersas no
genoma (TIMBERLAKE, 1978; SUMNER, 2003). Por muito tempo o DNA repetitivo
foi considerado como DNA lixo (junk DNA), DNA egoista (selfish DNA) ou DNA
parasitico (parasitic DNA) (DOOLITTLE; SAPIENZA, 1980; ORGEL; CRICK, 1980;
NOWAK, 1994), por falta de conhecimentos sobre suas fungdes. Atualmente, ja se
sabe que estas repeticbes possuem fungdes estruturais e organizacionais, na
regulacédo de genes, em rearranjos cromossOmicos, na replicagdo, no reparo de
DNA, diferenciacao e regulagdo cromossdmica, podendo também estar envolvido na
causa de algumas doengas (SUMNER, 2003). Estes DNAs repetitivos também
possuem interesse especial em estudos de estrutura e funcdo cromossémica,
evolucéo, identificacdo  de rearranjos cromossdmicos, Cromossomos
supranumerarios e cromossomos sexuais (KIDWELL; LISCH, 1997; KIDWELL, 2002;
SUMNER, 2003; VICARI et al., 2010). Sao classificados de acordo com suas
caracteristicas principais e incluem as familias multigénicas, as sequéncias nao
codificadoras repetidas em tandem e as sequéncias dispersas. As familias
multigénicas sao sequéncias repetidas de DNA compostas por DNAs que possuem
um transcrito funcional, por exemplo, tém-se as familias compostas de centenas ou
milhares de copias de sequéncias, que transcrevem importantes moléculas como os
RNAs ribossomais (RNAr) (LONG; DAWID, 1980; PENDAS et al., 1994).

As sequéncias repetidas em tandem nao transcritas séo classificadas em trés
sub-grupos de acordo com o tamanho do seu fragmento (LEVINSON; GUTMAN,
1987): (i) sequéncias satélites, a grande maioria dessas sequéncias apresentam
cerca de 100 a 300 pares de base (pb) de comprimento e podem variar de 1.000 a
mais de 1.000 000 cépias (DNA altamente repetido) de uma sequéncia basica que
ocorre em um ou em alguns locos nos cromossomos (TIMBERLAKWE, 1978;

WALSH, 2011); (ii) Um segundo grupo das sequéncias organizadas em tandem
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compreende os minissatélites ou sequéncias com numero variavel de repeticdes
(VNTR, variable number of tandem repeats). Sao repeticdes de aproximadamente 10
a 60 pb (DNA moderadamente repetido), encontrados em diferentes locos no
genoma e agrupados nos teldbmeros (JEFFREYS; WILSON; THEIN, 1985) e; (iii) o
ultimo grupo dos elementos repetidos em tandem & composto pelos microssatélites.
Os microssatélites sao repeticdbes mais curtas (1 a 5 pb) do que a classe anterior e,
ao menos 30.000 loci diferentes de microssatélites estdo presentes no genoma
(WEBER; MAY, 1989).

A classe das sequéncias repetidas de DNA dispersas no genoma
compreende dois tipos de elementos denominados Transposons e Retrotransposons
(FESCHOTTE, 2004), sendo classificados de acordo com sua organizag¢ao estrutural
e mecanismo de transposicdo. O primeiro tipo inclui os Retrotransposons ou
elementos de classe | que transpdem via transcricdo reversa do seu RNA. Ja o
segundo tipo inclui os Transposons ou elementos de classe |l que se movimentam
pelo genoma através de coépias do seu DNA. Diversas familias de elementos
transponiveis ja foram identificadas. No genoma dos peixes podem ser encontrados
todos os tipos de elementos transponiveis, sendo que alguns desses elementos ja
foram estudados e mapeados nos cromossomos (VOLFF et al., 2003; MARTINS,
2007, FERREIRA et al., 2011).

Aparentemente os elementos transponiveis (TEs) se associam mais
facilmente as regides de heterocromatina. Acredita-se que os TEs tendem a se
acumular em regides com baixos niveis de recombinag¢dao, como no caso de regides
heterocromaticas, pois em outras regides os TEs poderiam ter efeito deletério; além
disto, existe a possibilidade do envolvimento dos TEs na manutencédo de regides
genbmicas especificas, bem como regides pericentroméricas e teloméricas
(MARTINS et al.,, 2011). Além disto, eles promovem a formacao de centro de
nucleacdo de heterocromatina, que podem ser vistas como resposta e defesa ao
acumulo de retrotransposons no cromossomo, sendo que a partir destes centros de
nucleagédo, a heterocromatina se espalha para regides vizinhas (STEINEMANN;
STEINEMANN, 2005).

As regides eucromaticas, ricas em genes, podem igualmente conter algumas
sequéncias repetitivas, mas por causar mutagcdes prejudiciais aos genes, sao
eventualmente eliminadas pela pressao seletiva (DEININGER et al., 2003). Varios
estudos tém sugerido o envolvimento de sequéncias repetidas nos processos de
replicacdo do DNA (LI et al., 2002), recombinagdao (BIET; SUN; DUTREIX et
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al.,1999), expressao génica (LIU et al., 2001) e diferenciacdo de cromossomos
sexuais (GALETTI JR et al, 1986; PARISE-MALTEMPI et al., 2007;
SCHEMBERGER et al., 2011).

Devido sua natureza egoista e parasitica 0 movimento e a acumulagdo dos
TEs sé&o visualizados com uma forte influéncia na trajetoria evolutiva dos genomas
hospedeiros (FESCHOTTE; PRITHAM, 2007). InUmeras vias tem demonstrado que
os TEs podem influenciar a regulagdo da expressdo génica, tanto no nivel
transcricional como pos-transcricional (FESCHOTTE, 2008). Desta forma, foi
postulado que a inser¢do de TEs nas vizinhangas ou dominios das sequéncias cis
regulatérios provavelmente contribuem para o estabelecimento de padrbdes de
linhagens especificas da expressdo génica (MARINO-RAMIREZ; JORDAN;
LANDSMAN, 2006). Em adicdo para a doagéo de elementos cis regulatérios esta a
criacdo de novas redes regulatérias. Assim, o movimento e o acumulo de TEs tem
sido proposto participar da reestruturagdo de redes de regulacdo génica pré
estabelecidas. No peixe medaka, o qual possui determinagdo sexual pela agdo do
gene DMY foi visualizado que o promotor deste gene sofreu invasdo de elementos
transponiveis (HERPIN et al., 2010). Neste caso, estes elementos transponiveis
forneceram uma nova rota regulatoria por carrear sequéncias para a ligacdo de

fatores de transcricao (HERPIN et al., op cit.).

1.6.2 DNA codificador — Familias multigénicas ribossomais

Regides que evoluem rapidamente sdo adequadas para o estudo de
organismos muito proximos ou populagdes e aquelas que sdo conservadas s&o mais
apropriadas para comparacao entre taxons (ABAD-FRANCH et al., 2005). As
familias multigénicas em eucariotos superiores correspondem a um elemento
estrutural comum ao genoma desse grupo, constituidas por genes com notavel
similaridade estrutural, tanto no numero quanto na organizagdo de pares de bases,
embora possam desempenhar fungdes diferentes, estdo presentes em multiplas
copias, sao definidas como um conjunto de genes derivados por duplicacdo de um
gene ancestral, com 50% de semelhanga, e que o acumulo de mutag¢des ocorridas
ao longo do tempo seja responsavel pelas pequenas diferengas observadas entre
seus genes. Estao organizadas em duas familias multigénicas distintas: a 5S e 45S
(MARTINS et al., 2004; ANDRADE; JORDAO, 2005). O DNA ribossomal (DNAr) é
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uma regido conservada e que recentemente mostrou-se como um valioso auxilio
para pesquisas de sistematica e filogenia, onde cada unidade de rDNA evolui de
forma sincronizada, podendo ser tratada como um unico gene (COLEMAN, 2003;
NAEGELE, da COSTA; da ROSA, 2006).

As familias multigénicas ribossomais 45S e 5S (DNAr 45S e DNAr 5S,
respectivamente), no que diz respeito a localizagdo dos sitios cromossémicos
apresentam excelente informagao em relagdo a evolugao cariotipica, sendo também
utilizados na citotaxonomia (GALETTI Jr. et al., 1984; PHILLIPS; IHSSEN,1985;
AMEMIYA; GOLD, 1986; FELDBERG; PORTO; BERTOLLO, 1992; VICARI et al.,
2008). Por sua vez, a regidao organizadora de nucléolo (RON) corresponde ao sitio
do DNAr 45S e é o local, em nivel cromossdmico, onde o nucléolo é organizado
(HOWELL; BLACK, 1980; NAKAYAMA, 2007). Dados de RONs aparentam ser
convenientes para a caracterizagao cariotipica dos vertebrados, evidenciando-os
como marcadores cromossOmicos quanto ao numero, localizagdo no cromossomo e
posigao no caridtipo, sendo assim essas variaveis podem ser utilizadas na diagnose
de espécies, populacdes ou até mesmo individuos da mesma linhagem (GALLETI et
al., 1984; PHILLIPS et al., 1985; AMEMIYA et al., 1986; FELDBERG et al., 1992).

Representantes da Ordem Characiformes como, por exemplo, Curimatidae
(VENERE; GALETTI, 1989; FELDBERG; PORTO; BERTOLLO, 1992), Anostomidae
(GALETTI et al, 1981; 1984), Prochilodontidae (PAULS; BERTOLLO, 1983;
FELDBERG et al. 1987; VICARI et al., 2006b), Parodontidae (MOREIRA-FILHO et
al., 1985; VICARI et al., 2006a; BELLAFRONTE et al., 2009, 2010), Hemiodontidae
(PORTO et al.,, 1993), apresentam preferencialmente um par de cromossomos
homodlogos portador de RONs, entretanto exemplos como piranhas e pacus
apresentam mais de um par de cromossomos com sitios organizadores de nucléolo,
caracterizando um sistema de RONs multiplas (GALETTI et al., 1985; PORTO et al.,
1992; CESTARI; GALETTI, 1992; GARCIA-PARRA, 2000; NAKAYAMA et al., 2001;
NAKAYAMA; PORTO; FELDBERG, 2002; CENTOFANTE; BERTOLLO; MOREIRA-
FILHO, 2002; VICARI et al., 2008).

O DNAr 5S ¢ transcrito em um local diferente da regido organizadora
nucleolar (RON), migra para o nucléolo e se une ao RNAr 5,8S e 28S para formar a
subunidade maior do ribossomo, apresenta-se conservado, mesmo entre
organismos filogeneticamente distantes, incluindo os peixes, onde na maioria das
vezes, ocupa uma regido intersticial nos cromossomos, porém esta regido

codificante pode apresentar alteragao em relagao as sequéncias nucleotidicas e na
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organizagdo das unidades repetitivas nesta mesma classe (HIZUME, 1994). Cada
unidade repetitiva consiste de aproximadamente 120 pares de bases intercalados
por espagador ndo transcrito (NTS), que é comumente variavel em sua sequéncia
nucleotidica, devido inser¢des/delegcbes, mini-repeticbes e pseudogenes
(ANDRADE; JORDAO, 2005; PENDAS et al., 1994). Em peixes, a localizacéo
cromossOmica dos genes de RNAr 5S tem sido de grande importancia para a
compreensao da estrutura e organizagcdo das sequéncias repetitivas nos
cromossomos (MARTINS; GALETTI, 2001). Em varios organismos, os sitios de
DNAr 5S estdo localizados em um unico par cromossdmico, mas em anfibios
(VITELLI et al., 1982; SCHMID; VITELLI; BATISTONI, 1987; LUCCHINI et al., 1993),
bem como em algumas espécies de peixes (MORAN et al., 1996; FUJIWARA, 1998;
MURAKAWI; FUJITANI, 1998; MARTINS; GALETTI, 1999, 2000) esses sitios podem
estar localizados em varios cromossomos. Além disso, em peixes, os locos de DNAr
45S e 5S podem estar organizado de uma maneira sinténica (PENDAS; MORAN;
GARCIA-VASQUES, 1993; MORAN et al.,, 1996; HATANAKA; GALETTI, 2004,
MANTOVANI; ABEL; MOREIRA-FILHO, 2005) ou podem estar localizados em
distintos pares cromossémicos (MARTINEZ et al., 1996; SAJDAK; REED; PHILLIPS,
1998; MARTINS; GALETTI, 1999; BORN; BERTOLLO, 2000), o que parece ser a
caracteristica mais comumente observada entre os vertebrados (LUCCHINI et al.,
1993; SUZUKI, SAKURAI; MATSUDA, 1996; MARTINS; GALETTI, 2001).

1.6.3 — DNA nao codificador — DNA satélite

Sequéncias satélites sdo altamente repetidas em tandem, com unidades de
geralmente 100 a 300 pb de comprimento, cada uma destas unidades pode estar
presente em centenas a milhares de cépias em um genoma (SUMNER et al., 1990;
EPPLEN; KYAS; MAULER, 1996; TEIXEIRA, 2009). As familias de DNA satélite
podem coexistir em um mesmo organismo e diversas delas tém sido isoladas,
caracterizadas e localizadas em cromossomos de muitas espécies (SILVA et al.,
2011). Estao arranjadas em regides centroméricas/pericentroméricas de um ou mais
locos (JOHN; WORKMAN,1998; CHAVES; SANTOS; GUEDES-PINTO, 2004;
MARTINS et al., 2006), ocasionalmente em porgbes intersticiais e terminais
(CHARLESWORTH; SNEGOWSKI; STEPHAN, 1994; VICARI et al., 2008; KANTEK

et al., 2009). A distribuicdo dos DNAs satélites geralmente coincide com o padrao de
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bandamento C dos cromossomos formando a maior parte da heterocromatina
constitutiva, sugerindo que seja uma importante componente desta (YUNIS;
YASMINEH, 1971; MIKLOS, 1985; PLOHL; LUCHETTI, 2008). O isolamento de
DNAs repetitivos utilizando enzimas de restricdo representa a metodologia mais
comumente aplicada para identificar repeticbes satélites e podem ser utilizados
como marcadores citomoleculares em um grande numero de espécies, porém,
metodologias baseadas na cinética de reassociagdo C.t-1 e microdissecgao de
cromossomos submetidos ao bandamento C também podem ser utilizados para a
identificacdo de DNAs repetitivos (VICARI et al., 2010).

Com relagao aos DNAs satélites a primeira descricdo em peixes Neotropicais
foi realizada por Haaf et al. (1993) para Hoplias malabaricus (Erythrinidae). Desde
entdo, varias familias de DNAs repetitivos ja foram prospectadas de diferentes
especies de peixes neotropicais como, por exemplo, As51 isolado por Mestriner et
al. (2000) de Astyanax scabripnnis; pPh2004 isolado por restricdo genémica de
Parodon hilarii, Vicente et al. (2003), SATH1 e SATHZ2 isolados por restricado
genbmica em Prochilodus lineatus (JESUS et al., 2003), 5SHindlll isoladas de
Hoplias malabaricus (MARTINS et al., 2006), Al-Hindlll isolado de Achirus lineatus
por Azevedo et al. (2005); elemento repetitivo LeSpel isolado do genoma de
Leporinus elongatus (PARISE-MALTEMPI et al., 2007); retroelemento RCK isolado
de Cichla kelbri (TEIXEIRA et al.,, 2009); WAp da fracdo heterocromatica do
cromossomo W de Apareiodon sp. (VICARI et al.,, 2010); sonda oriunda de
cromossomos B de Prochilodus lineatus (VOLTOLIN et al., 2010).

Na familia Parodontidae ha estudos com DNA satélite obtido por digestdo do
DNA gendémico com Eco RI de Parodon hilarii (VICENTE et al., 2003). A hibridagao
fluorescente in situ evidenciou sitios em P. hilarri (VICENTE et al., 2003) e em P.
moreirai, citado como Parodon sp. (CENTOFANTE; BERTOLLO; MOREIRA-FILHO,
2002), P. nasus, P. pongoensis e A. affinis (BELLAFRONTE et al., 2011) presentes
na regido terminal de alguns cromossomos do complemento, incluindo os
cromossomos sexuais das espécies Parodon hilarii e Parodon moreirai e os proto
cromossomos sexuais das espécies P. pongoensis e P. nasus (SCHEMBERGER et
al., 2011).

Deste modo, estudos acerca da composicdo e distribuicdo de diferentes
familias de DNAs satélites em peixes podera fornecer maiores contribuicbes a
caracterizagdo genética de diferentes espécies, podendo promover informacoes

valiosas para estudos microevolutivos, principalmente no caso de sequéncias
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espécie-especificas e/ou cromossomo especificas (UGARKOVIC; PLOHL, 2002),
assim como estudos filogenéticos (PONS; GILLESPIE, 2002; PONS; PETITPIERRE;
JUAN, 2003; KANTEK et al., 2009) compreendendo a evolugdo do genoma dos

peixes, com especial foco em dominios de heterocromatina.
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2 JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

Estudos citogenéticos convencionais com populagbes de Apareiodon affinis
das bacias hidrograficas do sistema Alto Rio Parana, sistema Baixo Rio Parana e
Rio Cuiaba, da bacia do Rio Paraguai indicaram diferengas citogenéticas
consistentes com a existéncia de espécies diferentes sob a designacdo de um
mesmo taxa. Quanto as caracteristicas morfolégicas, até o presente momento,
populagdes deste grupo A. affinis ndao apresentam diferengas suficientes para a
descrigdo de novas espécies. Na citogenética, a populagéo de A. affinis do sistema
do Baixo Rio Parana n&o apresenta cromossomos sexuais diferenciados e detém um
polimorfismo de cromossomos acrocéntricos (JORGE; MOREIRA- FILHO, 2000). Na
regido do Rio Cuiaba, bacia do Rio Paraguai, também ndo ¢é observado
cromossomos sexuais diferenciados para A. affinis, no entanto, sdo caracterizados
cinco pares de cromossomos acrocéntricos, morfologia cromossémica nao
identificada em nenhum outro representante da familia (JORGE; MOREIRA- FILHO,
2000). Por sua vez, populagdes de A. affinis do sistema Alto Rio Parana evidenciam
um sistema de cromossomos sexuais multiplo do tipo ZZ/ZWW,. (JESUS;
MOREIRA-FILHO, 2000a). Neste aspecto, a utilizagdo de marcadores
cromossOmicos por citogenética molecular podem ser uteis no esclarecimento das

relacdes evolutivas das diferentes populacdes de A. affinis.

Objetivo geral do projeto foi:

Comparar a organizacao cariotipica de Apareiodon affinis de diferentes
sistemas hidrograficos utilizando os marcardores cromossdmicos classicos e
moleculares, com objetivo de estudar os mecanismos de diferenciagao

cromossOmica neste grupo, para verificar a existéncia de um complexo de espécies.

Objetivos especificos e metas:

1. Caracterizar cromossomicamente populagdes de diferentes sistemas
hidrograficos da espécie Apareiodon affinis com marcadores cromossdmicos
classicos;

2. Diferenciar as populagbes de A. affinis utilizando marcadores

cromossOmicos por hibridagao in situ fluorescente (FISH);
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material biolégico e locais de coleta

Foram estudadas citogeneticamente 105 exemplares de Apareiodon affinis
(Figura 8) coletados nas regides do sistema do Alto Rio Parana e bacia do rio
Paraguai. No sistema do Alto Rio Parana foram estudadas trés populagdes: rio
Passa Cinco, Ipeuna-SP (16 fémeas e 15 machos); Rio Piracicaba, Piracicaba-SP
(12 fémeas e 8 machos); rio Parana, Represa do lago de ltaipu Santa Helena— PR
(13 fémeas e 14 machos). Para a bacia do Rio Paraguai foram analisadas duas
populagdes: rio Cuiaba- Cuiaba — MT (6 fémeas e 5 machos) e; Rio Paraguai,
Caceres-MT (9 fémeas e 7 machos) (Figura 9). O material cromossdmico foi obtido
via preparagdo de espécimes coletados na natureza (Licengca permanente para
coleta de material zooldégico MMA/IBAMA/SISBIO: 15117-1 — ANEXO 1). Os
procedimentos estdo de acordo com o Comité de Etica em Experimentacdo Animal
da Universidade Estadual de Ponta Grossa (Protocolo CEUA: 07/2011; ANEXO 2).

Figura 8. Foto de um exemplar de Apareiodon affinis em vista lateral. Espécime coletado da bacia do Alto rio
Parana, Rio Passa Cinco. Peixe com comprimento total 8,7cm. Foto: Orlando Moreira-Filho.
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Figura 9. Mapa da América do Sul com destaque para a regido da bacia hidrografica do rio
Parana - Paraguai. Em (1) Rio Passa Cinco, Ipeuna — SP; (2) Rio Piracicaba, Piracicaba— SP;
(3) Rio Parana (lago de inundagéo de ltaipu, Santa Helana-PR) e; (4) Rio Cuiaba, Cuiaba -
MT e, (5) Rio Paraguai, Caceres —MT. Fonte: SANTOS, M.H. Hijmans, R. J., Guarino, L., Cruz, M.
and Rojas, E. (2001) Computer tools for spatial analysis of plant genetic resources data> 1. DIVA-GIS.
Plant Genetic Resources Newsletter, N. 127: 15-19.

3.2 Obtencao de Cromossomos Mitoticos

3.2.1 Preparagébes Diretas

Para a obtencdo dos cromossOmicos mitéticos foi utilizado o método
convencional de “air-dring”, a partir de uma suspensao celular hipotonizada e fixada,
adaptada por Bertollo, Takahashi e Moreira-Filho (1978). Na intencédo de aumentar o
numero de células em divisbes mitéticas as mesmas foram estimuladas pela acao de
leveduras por meio de uma injecdo subcutdanea de uma solugdo de fermento
biolégico sacarosado (5g fermento; 3g sacarose: 10 ml de agua destilada), 1 ml para
cada 100 g de peso do animal (LEE; ELDER, 1980). Apds 24 horas da agao dessa
solugao foi aplicado intraperitonialmente uma solugéo de colchicina (0,0125% - 1 ml

para cada 100 g do peso corporal), apds este procedimento o peixe foi mantido em
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aquario bem aerado durante 50-60 minutos. Apds este periodo o exemplar foi
colocado em um recipiente contendo benzocaina diluida a 0,01%, sacrificando o
mesmo para remogao do rim. Pedagos do rim anterior foram transferidos para uma
cubeta de vidro contento 10 mL de solug&o hipoténica (KCI 0,075M) e com o auxilio
de duas pingas o material foi fragmentado e apés divulcionado com uma seringa de
vidro até obter uma solugdo homogénea. Esta solugao foi entdo incubada a 37°C em
estufa por um periodo de 25-30 minutos. Passado este periodo a suspensao foi
transferida para um tubo de fundo cénico e centrifugada por 10 minutos a 1000 rpm.
Com um auxilio de uma pipeta Pasteur o sobrenadante foi descartado com a
manutencao do botao de células. Sobre este botdo de células foram adicionados 10
mL de fixador (3:1 metanol e acido acético respectivamente, recém-preparado), re-
suspendendo o material repetidas vezes com uma pipeta Pasteur, seguindo de
centrifugacdo por 10 minutos a 1000 rpm. Esta etapa de trocas de fixadores foi
repetida por mais 2 vezes. Na ultima centrifugacéo o sobrenadante foi descartado e
adicionado 1,5 mL de fixador (3:1). O material foi resuspendido e armazenado em
freezer (- 20°C) para posterior analise. Para a observagdo do material foram
utilizadas laminas de vidro armazenadas em solugdo acida (10% acido cloridrico,
90% etanol), as quais foram lavadas em agua corrente utilizando sabdo neutro. A
suspensao celular com o material bioldgico foi gotejada (1 — 2 gotas) com auxilio de
uma pipeta Pasteur sobre a lamina levemente inclinada e com uma pelicula d’agua a
uma temperatura de 55-60°C. Apds secas as laminas foram coradas com solugao de

Giemsa 5%, em tampao fosfato pH = 6,8 durante 6-8 minutos.

3.3 Deteccao da Heterocromatina Constitutiva: Bandas — BSG (SUMNER, 1972)

Para a observacao da heterocromatina constitutiva as laminas com o material
foram hidrolisadas em acido cloridrico (HCI 0,2N) por 10 minutos a 37°C e,
posteriormente, lavadas em agua destilada. Depois foram incubadas a temperatura
ambiente, de 1 a 2 minutos, em solugéo de Hidréxido de Bario (Ba(OH), 5%), recém
preparado. Apos este procedimento, foram realizadas duas lavagens rapidas nas
laminas: a primeira em HCI 0,2 N e a segunda em agua destilada, sendo incubadas
entao, em solugéo salina de Citrato de Sédio (2xSSC) a 60°C durante 45 minutos. A
seguir foram coradas em solugdo de Giemsa tamponada a 2% (pH 6,8) por 15

minutos e analisadas ao microscopio de campo claro.
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3.4 Hibridagao in situ fluorescente (FISH)

A aplicagdo da técnica de hibridagdo in situ fluorescente (FISH) teve como
base os procedimentos adotados por Pinkel; Straume e Gray. (1986), com
implementagédo de algumas adaptagdes pelo Laboratorio de Citogenética e Evolugao
da Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG).

3.4.1 Preparagéo das sondas

Foram empregados trés tipos de sondas para a localizagdo dessas
sequéncias nos cromossomos metafasicos das populacbes de Apareiodon affinis
estudadas: (1) uma sonda do rDNA 18S, com aproximadamente 1.800 pb, obtida a
partir do DNA nuclear da espécie de peixe Prochilodus argenteus (HATANAKA et al.,
2004); (2) uma sonda do rDNA 5S obtida a partir da espécie de peixe Leporinus
elongatus (MARTINS; GALETTI, 1999); (3) uma sonda de DNA repetitivo pPh2004,
isolada a partir da digestdo enzimatica do peixe Parodon hilarii (VICENTE et al.,
2003).

3.4.2 Marcacéao das sondas

As sondas do DNA ribossémico 18S e do DNA satélite pPh2004 foram
marcadas por meio da reagao de “Nick Translation” (Roche Applied Science)
seguindo as instru¢gdes do fabricante (ANEXO 3) utilizando os compostos
digoxigenina 11-dUTP e biotina 16-dUTP, respectivamente. A sonda do rDNA 5S foi
marcada com a reagcdo em cadeia da polimerase (polymerase chain reaction — PCR),
com concentracdes adequadas de dNTPs e um dNTP acoplado a uma molécula
reporter (biotina 16-dUTP, Roche Applied Science) (ANEXO 4).

3.4.3 Preparagéo das laminas para FISH (lavagens pré hibridagéo)

Nas laminas, devidamente limpas, foi gotejada a suspensao celular. Quando

secas, as mesmas foram lavadas em solugdo de tampao salino fosfato (PBS), por
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um periodo de 5 minutos, sob agitagdo. Depois, foram desidratadas em série
alcodlica a 70 v/v, 85 v/v e 100 v/v, por um periodo de 5 minutos, respectivamente.
Na sequéncia, as ldminas foram tratadas com solugdo de RNAse (100 pg/mL)
durante 1 hora em camara umida a 37°C, lavadas duas vezes em solucao salina de
citrato de sodio 2 vezes concentrada (2xSSC), por 5 minutos (sob agitagao), e uma
vez em PBS, pelo mesmo periodo. Apods foi realizada uma fixacdo em formaldeido
1% /PBS/ MgCl2 50 mM, por 10 minutos, a temperatura ambiente. Na sequéncia foi
realizada uma nova lavagem em PBS por 5 minutos. Em seguida uma série de
desidratacdo em etanol 70 v/v, 85 v/v e 100 v/v, respectivamente, foram realizadas
por um periodo de 5 minutos cada. Posteriormente, o material cromossémico foi
desnaturado com formamida 70%, dissolvida em 30 mL de 2xSSC, a uma
temperatura de 70°C, por um periodo de 5 minutos, e em seguida, repetidas as trés

desidratacées em etanol.

3.4.4 Preparacéo da solugdo de hibridagdo

A mistura de hibridagdo foi constituida de 200 uyl de Formamida (50% de
Formamida); 80 ul Sulfato de Dextrano 50% (concentragéo final de 10%); 40 ul de
20xSSC (concentracao final 2xSSC), 1 ug de cada sonda marcada diluidas em 80 ul
de agua destilada, totalizando 400 ul (aconselhavel para 8 laminas). A solucao de
hibridagcdo foi entdo desnaturada a 100°C durante 10 minutos e imediatamente

transferidos para um recipiente com gelo.

3.4.5 Hibridagéo e detecg¢do dos sinais correspondentes (lavagens pos-hibridagéo)

Procedendo a hidridagdo, foi adicionado 50 ul da mistura de hibridagao
desnaturada sobre a laminula, invertendo a Iamina sobre a laminula, mantendo as
laminas com o material voltado para baixo em camara umida (agua destilada a 37°C
por 16h). Em seguida as laminas foram lavadas em Tween 0,05%/ 4xSSC, por 5
minutos (sob agitagdo), incubadas em 100 ul de tampao de leite em pd desnatado
(non fat dry milk - NFDM) a 5%, por 15 minutos em temperatura ambiente, e duas
lavagens com Tween 0,05%/ 4X SSC, 5 minutos cada. A detecgéo do sinal da sonda
foi realizada com uma mistura de 100 ul de tampao NFDM contendo 1:200 de anti
digoxigenina rodamina a 1 uyg/mL e/ou, 1:500 de estreptavidina alexa fluor 488 a 1
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Mg/mL, permanecendo por 1 hora a 37°C em camara umida. As laminas hibridizadas
foram lavadas 3 vezes em Tween, 5 minutos cada. Em seguida as laminas foram
desidratadas em série de etanol a 70 v/v, 85 v/v e 100 v/v, 5 minutos cada, e secas
ao ar. Apos isso, as laminas foram montadas com solugdo de 1,4-Phenylendiamin-
dihydrochlorid (antifade) e 4,6 Diamino 2-Fenil-Indol (DAPI 2 pg/mL).

3.5 Analises cariotipicas

As preparagdes cromossOmicas convencionais e com hibridizagdo in situ
fluorescente foram analisadas em microscopio de campo claro e epifluorescéncia
(Olympus BX41), com os filtros apropriados. As imagens foram capturadas utilizando
a camera CCD DP71 (Olympus) e o software DP Controller (Olympus). As melhores
fotos foram utilizadas para organizar os cari6tipos, onde os cromossomos foram
recortados usando o software Adobe Photoshop, versdo CS6, e organizados em
pares de homodlogos em classes e ordem decrescente de tamanho. Os
cromossomos foram classificados em metacéntricos (m), submetacéntricos (sm),
subtelocéntricos (st) e acrocéntricos (a) de acordo com Levan; Fredga e Sandberg
(1964). Considerando a similaridade morfologica e uma melhor distribuicdo no
cariotipo, os cromossomos metacéntricos e submetacéntricos constituiram um unico
grupo cromossémico e os elementos classificados como subtelocéntricos e

acrocéntricos formaram um segundo grupo de cromossomos.
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4 RESULTADOS

Os resultados estao organizados em um capitulo correspondente ao artigo
cientifico:

Capitulo |

4.1 Apareiodon affinis (Actinopterygii: Characiformes: Parodontidae)

constitui um Unico taxa?
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Resumo

Parodontidae € um grupo de peixes com distribuicdo Neotropical que
apresenta incertezas quanto ao real agrupamento das espécies nos seus géneros e
quanto a distingdo morfolégica de algumas espécies. Apareiodon affinis tem
localidade tipo para o Rio da Prata (Argentina), porém sua distribuicdo se da por
toda a drenagem Parano-Platense que inclui o Alto Rio Parana e rios da Prata,
Uruguai, Baixo Parana e Paraguai. O Alto Rio Parana foi mantido em isolamento
geografico dos demais rios pelas Sete Quedas, inundada em 1982, com a
construcéo da represa de Itaipu. Analises genéticas em A. affinis das regides do Alto
Rio Parana quando comparadas ao Baixo Rio Parana, Prata, Uruguai e Paraguai
nao corroboram a morfologia quanto a manunte¢do de um unico taxa. Com base
nestes dados, este estudo comparou citogeneticamente trés localidades de A. affinis
do Alto Rio Parana e duas localidades da bacia do Rio Paraguai. Os resultados para
as populacbées do Alto Rio Parana mostraram um numero diploide 2n = 54
cromossomos para machos e 2n = 55 para fémeas e um sistema de cromossomo
sexual multiplo com heterogametia feminina do tipo ZZ/ZW.W,. Por sua vez, as
populagdes da bacia do Rio Paraguai possuem 2n = 54 cromossomos, sem
heteromorfismo de cromossomos sexuais, € uma variagao de formula cromossdémica
devido a ocorréncia de cromossomos acrocéntricos oriundos de inversao
pericéntrica. Marcadores cromossomicos de DNAs repetitivos também evidenciaram
divergéncia para as diferentes localidades de uma mesma bacia hidrografica e,
principalmente, alta diferenciagdo em numero e localizagao de sitios em relacéo a
estes marcadores cromossdmicos quando comparadas as populacdes do Alto Rio
Parana as do Rio Paraguai. Assim, levando em consideragdo que a diferenciagcao
cromossOmica entre Alto Rio Parana e Rio Paraguai sao consistentes com espécies

distintas, A. affinis do Alto Rio Parana deveria ter sua condigdo taxonémica revista.

Palavras — chave: marcadores cromossdmicos, taxonomia, sistematica, DNAs

repetitivos, diferenciagcdo cromossdémica.
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Abstract

Parodontidae is a Neotropical fish group that presents controversial taxonomy
relationship because the family members lack diagnostic morphological traits reliable
enough to support accurate phylogenetic analysis and species identification.
Apareiodon affinis have type locality for the Plata River (Argentina) but its distribution
range in all Parano-Platense drainage that includes Upper Parana River and Plata,
Uruguay, Low Parana and Paraguay rivers. The Upper Parana River was maintained
in geographic isolation of the others rivers by Sete Quedas Falls, currently inundated
by the Itaipu hydroelectric dam that kepts the flow gene restriction. Comparative
genetic analysis in A. affinis between Upper Parana River and Low Parana River,
Prata, Uruguay and Paraguay did not suisteined morphological data to maintain justo
ne taxa. Due to these data, in this study were cytogenetically compared three
samples of Apareiodon affinis of the Upper Parana River system, and two samples of
the Paraguay River drainage. The results show 2n = 54 chromosomes to males, 2n =
55 chromosomes to females and sex chromosome system ZZ/ZW.W, to the Upper
Parana River population. On the other hand, Paraguay River populations have 2n =
54 chromosome, no heteromorphic sex chromosomes system, and an intense
variation of chromosome formula due to the occurrence of acrocentric chromosomes
derived from pericentric inversion. Chromosomal markers of the repetitive DNAs also
showed differentiation among the samples of the same drainage, and especially a
high divergence for repetitive DNAs sites number and localization between Upper
Parana and Paraguay Rivers populations. Hence, the results evidenciated that the
chromosomal divergence between Upper Parana and Paraguay rivers populations
are consistent with the occurrence of two species and A. affinis of the Upper Parana
River population should have their taxonomic condition reviewed.

Keywords: chromosomal markers, taxonomy, systematic, repeats DNAs,

chromosomal differentiation
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Introducao

A familia Parodontidae Eigenmann (1910) é representada por um grupo de
peixes neotropicais reunidos em trés géneros (Parodon Valenciennes, 1849;
Saccodon Kner, 1863 e Apareiodon Eigenmann, 1916) com 32 espécies validas,
sendo destas 15 pertencentes ao género Apareiodon, 14 ao género Parodon e 3 ao
género Saccodon (ESCHMEYER; FONG, 2013). Os trés géneros da familia
Parodontidae s&o tradicionalmente caracterizados pela variacdo de dois caracteres:
numero de raios indivisos nas nadadeiras peitorais (um raio em Parodon e
Apareiodon e dois em Saccodon) e auséncia de dentes na regido latero-posterior da
mandibula em Apareiodon e Saccodon (PAVANELLI, 1999).

As analises cromossOmicas nos géneros Apareidon e Parodon mostram um
numero diploide conservado de 54 cromossomos, mas com consideravel
heterogeneidade em relacdo aos marcadores cromossdmicos (para revisao ver
BELLAFRONTE et al., 2011; SCHEMBERGER et al., 2011). O maior interesse nos
estudos cromossémicos de Parodontidae €& a presenga dos sistemas de
cromossomos sexuais, onde, das 11 espécies estudadas até o momento, A.
piracicabae e A. vittatus e (A. affinis - populagdes do Baixo Rio Parana e Rio
Paraguai) ndo apresentaram heteromorfismo de cromossomos sexuais; P.
pongoensis e P. nasus apresentaram proto cromossomos sexuais, Apareiodon sp.,
A. ibitiensis, A. hasemani, A. vladii, P. moreirai e P. hilarii apresentaram
heteromorfismo de cromossomos sexuais ZZ/ZW e A. affinis (populagao do Alto Rio
Parana) apresentou sistema de cromossomos sexuais multiplo ZZ/ZWW,
(MOREIRA-FILHO; BERTOLLO; GALETTI, 1980, 1993; CENTOFANTE;
BERTOLLO; MOREIRA-FILHO, 2002; VICENTE et al., 2003; ROSA et al., 2006;
VICARI et al., 2006a; SCHEMBERGER et al., 2011; BELLAFRONTE et al., 2012).

Os marcadores citogenéticos tem contribuido com a taxonomia e sistematica
do grupo de peixes neotropicais, contribuindo com a indicagdo de sinonimia
(BELLAFRONTE; MARGARIDO; MOREIRA-FILHO, 2005), com a ocorréncia de
complexo de espécies (MOREIRA-FILHO; BERTOLLO, 1991; ARTONI et al., 2006),
indicagcao de novos taxa (CENTOFANTE; BERTOLLO; MOREIRA-FILHO, 2002;
ROSA et al., 2006; VICARI et al., 2006a; 2008; PUCCI et al., 2014), entre outros. Em
Parodontidae, os marcadores cromossémicos mais utilizados sdo os DNAs

ribossomais, o DNA satélite pPh2004 descrito por Vicente et al. (2003) e, a sonda da
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fragdo heterocromatica do cromossomo sexual de Apareiodon sp., denominada WAp
(VICARI et al., 2010).

Em Apareiodon o rDNA 18S esta localizado na regido terminal do brago longo
de um grande par cromossOmico subtelocéntrico, com sitios adicionais observados
em algumas populagbes de A. ibitiensis e A. vittatus. Por outro lado, no género
Parodon, as RONs tém sido localizadas tanto em cromossomos subtelocéntricos,
como em cromossomos submetacéntricos, bem como em condicdo sinténica ao
rDNA 5S em P. nasus. No que se refere ao rDNA 58S, a localizagao proxima a regiao
centromérica de um par submetacéntrico € a mais comumente verificada entre os
parodontideos. O DNA satélite pPh2004 descrito por Vicente et al. (2003) foi
visualizado na regido terminal do proto cromossomo sexual e nos cromossomos
sexuais no género Parodon, além de sitios autossdmicos. Apareiodon affinis,
populacdo do Alto Rio Parana, até o momento, € a unica espécie deste género a
apresentar o DNA satélite pPh2004 (para uma revisao ver BELLAFRONTE et al.,
2011). Por sua vez, a sonda WAp é verificada na regido de acumulo de DNA
repetitivo do cromossomo W, na regido heterocromatica do cromossomo Z e
também nos cromossomos sexuais Wi e W, de A. affinis do Alto Rio Parana
(SCHEMBERGER et al., 2011).

O sistema hidrografico Parano-Platense é formado pelas drenagens dos rios
Parana, Prata, Uruguai e Paraguai. Os saltos das Sete Quedas formavam uma
importante barreira geografica para a dispersdo de espécies isolando duas
provincias ictiofaunisticas: o Alto Rio Parana e, a regidao do Baixo Rio Parana, Rio
Uruguai e Rio Paraguai. Com a construgao da hidroelétrica de Itaipu as Sete Quedas
foram inundadas e a barreira para dispersdo passou a ser estabelecida pela
barragem da represa (BONETTO, 1986, BRITSKI; LANGEANI, 1988). O taxa
Apareidon affinis (Steindachner, 1879) tem localidade tipo descrita para La Prata,
provincia de Buenos Aires, bacia do Rio da Prata (Argentina). Analises citogenéticas
de A. affinis desta regidao nao foram realizadas, no entanto, populagdes de A. affinis
proximas, do Baixo Rio Parana possuem 2n = 54 cromossomos, sem
heteromorfismo de cromossomos sexuais e sao caracterizadas por apresentar
variagdo no numero de cromossomos acrocéntricos. Cromossomos acrocéntricos,
em Parodontidae, sdo visualizados apenas nestas populag¢des de A. affinis. Por sua
vez, a populagdo do rio Paraguai, a qual integra o sistema Prata-Uruguai-Parana-
Paraguai, possui 2n = 54 cromossomos, sem heteromorfismo de cromossomos

sexuais, sendo 5 pares de cromossomos acrocéntricos (JESUS; BERTOLLO;
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MOREIRA-FILHO, 1999; JORGE; MOREIRA-FILHO, 2000; 2004). Esta espécie
também é relatada para a bacia do Rio Uruguai (COPATTI; ZANINI; VALENTE,
2009), embora nenhum estudo citogenético tenha sido realizado para esta
populagdo. Ja as populagdes de A. affinis do sistema Alto Rio Parana foram as
Unicas a apresentar sistema de cromossomos sexuais ZZ/ZWW, (MOREIRA-
FILHO; BERTOLLO; GALETTI, 1980; SCHEMBERGER et al., 2011).

Analises de sequenciamento do gene mitocondrial citocromo oxidase |
evidenciou uma divergéncia de 0,3% entre populagdes de A. affinis do rio Paraguai e
Uruguai, e estas divergiram em 6,1% da populacdo do Alto Rio Parana
(BELLAFRONTE et al.,, 2013). Com base neste cenario, o presente trabalho tem
como objetivo comparar a organizagao cariotipica de Apareiodon affinis de diferentes
sistemas hidrograficos utilizando os marcardores cromossémicos classicos e de
citogenética molecular para o entendimento dos mecanismos de diferenciagao
cromossOmica neste grupo. Além disso, contrapor os dados de agrupamentos
citogenéticos e moleculares aos dados morfolégicos para verificar a ocorréncia de

diferentes espécies sob a mesma designagéo de taxa.

Material e Métodos

Foram estudadas citogeneticamente 105 exemplares de Apareiodon affinis
coletados nas regides do sistema do Alto Rio Parana e bacia do rio Paraguai. No
sistema do Alto Rio Parana foram estudadas trés populagdes: rio Passa Cinco,
Ipeuna-SP (16 fémeas e 15 machos); Rio Piracicaba, Piracicaba-SP (12 fémeas e 8
machos); rio Parana, Represa do lago de ltaipu Santa Helena— PR (13 fémeas e 14
machos). Para a bacia do Rio Paraguai foram analisadas duas populagdes: rio
Cuiaba- Cuiaba — MT (6 fémeas e 5 machos) e; Rio Paraguai, Caceres-MT (9
fémeas e 7 machos) (Figura 9).

O material cromossémico foi obtido via preparagdo de espécimes coletados
na natureza e, neste, realizado o método convencional de suspensdo celular
hipotonizada e fixada, adaptada por Bertollo, Takahashi e Moreira-Filho (1978). A
heterocromatina constitutiva foi localizada pela técnica de (SUMNER, 1972). Foram
utilizados trés tipos de sondas para a localizacdo de sequéncias nos cromossomos

metafasicos das populagdes de A. affinis empregando a metodologia de hibridagao
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in situ fluorescente (FISH): (1) uma sonda de rDNA 18S, com aproximadamente
1.800 pb, obtida por PCR a partir do DNA nuclear da espécie de peixe Prochilodus
argenteus (HATANAKA; GALETTI., 2004); (2) uma sonda de rDNA 5S, obtida a
partir da espécie de peixe Leporinus elongatus (MARTINS; GALETTI Jr., 1999); (3)
uma sonda de DNA repetitivo, isolada a partir de digestdo enzimatica do peixe
Parodon hilarii denominada pPh2004 (VICENTE et al., 2003). As sondas de rDNA 5S
e pPh2004 foram marcadas com biotina e a sonda do rDNA 18S com digoxigenina
pela técnica de nick ftranslation, utilizando os compostos biotina 16-dUTP e
digoxigenina 11-dUTP (Roche Applied Science).

O procedimento geral da FISH seguiu o descrito por Pinkel, Straume e Gray
(1986). A detecgéo do sinal foi realizada com os anticorpos streptavidina alexa fluor
488 (Molecular Probes) e anti digoxigenina rodamina (Roche Applied Science). As
preparagdes cromossOmicas convencionais e com hibridizagao in situ fluorescente
foram analisadas em microscopio de campo claro e epifluorescéncia (Olympus
BX41), com os filtros apropriados. As imagens foram capturadas utilizando a camera
CCD DP71 (Olympus) e o software DP Controller. As melhores foram utilizadas para
organizar os cariétipos, onde os cromossomos foram recortados usando o software
Adobe Photoshop, versao CS6, e organizados em pares de homélogos em classes e
ordem decrescente de tamanho. Os cromossomos foram classificados em
metacéntricos (m), submetacéntricos (sm), subtelocéntricos (st) e acrocéntricos (a)

de acordo com Levan; Fredga e Sandberg (1964).

Resultados

A andlise de citogenética convencional mostrou que as populagdes do
sistema Alto Rio Parana possui 2n = 54 cromossomos para machos e 2n = 55
cromossomos para fémeas (Figuras 10, 11 e 12). Esta diferengca de numero
cromossOmico € caracterizada pela presenca do sistema de cromossomos sexuais
multiplo com heterogamia feminina, do tipo ZZ/ZW.W, (Figuras 10, 11 e 12). A
féormula cromossémica e numero fundamental para estas trés populagdes foi 50
m/sm + 4 st, NF = 108 para machos e; 49 m/sm + 6 st, NF = 110 para fémeas
(Figuras 10, 11e 12). O cromossomo sexual Z é caracterizado por ser o maior
cromossomo metacéntrico do complemento, enquanto os cromossomos W41 e W5

sédo subtelocéntricos com metade do tamanho do cromossomo Z (Figuras 10, 11e



55

12). Por sua vez, a populagdo do rio Cuiaba, possui 2n = 54 cromossomos para
machos e fémeas, formula cromossdémica 42 m/sm + 2 st + 10 a e; NF = 98 (Figura
13) e a populagdo do rio Paraguai possui 2n = 54 cromossomos, sem
heteromorfismo de cromossomos sexuais e formula cromossémica 36 m/sm + 2 st +
16 a (Figura 13).

A analise do bandamento C dos cromossomos dos representantes de A.
affinis do Rio Passa Cinco evidenciou blocos heterocromaticos nas regides
pericentroméricas de todos os cromossomos, além de bandas terminais nos bragos
curto e longo dos cromossomos Z, W1 e W, (Figura 10). Para a populagdo do Rio
Piracicaba, além de todos os cromossomos com bandas pericentroméricas foram
visualizadas bandas nas regides terminais dos cromossomos do par numero 2, 7 e
sexuais Z, W4 e W3 (Figura 11). Na populagédo do Rio Paranda, foram observados
blocos heterocromaticos pericentroméricos em todos 0os cromossomos e nas regides
terminais dos cromossomos 2, 3, 4, 6, 7, 8, 9, 27, Z, Wy e W, (Figura 12). O
bandamento C para os exemplares do Rio Cuiaba evidenciou os blocos
heterocromaticos pericentroméricos em todos os cromossomos, em ambos as
regides terminais dos pares cromossdmicos 1 e 4, na regido terminal do brago longo
dos cromossomos 7, 8, 9 e 10 e, em regido intersticial do cromossomo acrocéntrico
26 (Figura 13). Ja a populagao do rio Paraguai apresentou bandas pericentroméricas
em quase todos os cromossomos do complemento e pequenas bandas intersticiais
de alguns pares acrocéntricos (Figura 13).

A hibridacéao in situ fluorescente (FISH) utilizando sonda de DNAr 18S nas
cinco populagbes de Apareiodon affinis localizou um sitio ribossémico na regiao
terminal do brago longo de um par subtelocéntrico (Figura 14). A FISH com sonda de
DNAr 5S revelou apenas um par cromossOmico marcado, na regido proximal do
braco curto de um par metacéntrico em todos as populagdes de affinis do Alto Rio
Parana (Figura 14 a; b; c). As amostragens da populacdo do rio Paraguai
apresentaram uma variagao, onde os sitios do rDNA 5S estéo localizados em um par
heteromdrfico com um cromossomo metacéntrico e outro acrocéntrico (Rio Cuiabd)
(Figura 14 d); e a populagéo do rio Paraguai apresentou os sitios de rDNA 5S em
regido intersticial de um par acrocéntrico (Figura 14 e).

A FISH com a sonda pPh2004, evidenciou numero de sitios diferenciais nos
cromossomos das populacdes estudadas. Para as localidades dos Rios Passa Cinco
e Piracicaba foram encontrados 3 pares marcados: par metacéntrico 2 em ambas as

regides terminais e pares submetacéntricos 5 e 23 em regidao terminal do braco
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longo (Figura 15 a; b). Por sua vez, a populagdo do Rio Parana (lago da represa de
Itaipu), além destes trés pares marcados, o par submetacéntrico 14 também
apresentou a regidao terminal do brago longo marcada (Figura 15 c). Apareiodon
affinis do Rio Cuiaba, Cuiaba - MT apresentou seis pares marcados com a sonda
pPh2004, sendo os 5 pares acrocéntricos mais um par submetacéntrico (Figura 15
d). A populagcdo do rio Paraguai apresentou 8 pares cromossdmicos marcados,

todos acrocéntricos (Figura 15 e).

Discussao

O estudo citogenético comparativo entre as populagbes de A. affinis da
regido da bacia do Alto Rio Parana (Rio Passa Cinco, Rio Piracicaba e Rio Parana,
Represa do lago de ltaipu) e bacia do Rio Paraguai (Rios Cuiaba e Paraguai)
evidenciaram diferengas cariotipicas consistentes com diferenciacao populacional
em isolamento geografico. As trés amostragens de A. affinis da regidao da bacia do
Alto Rio Parana apresentaram organizagédo cariotipica de 2n = 54 cromossomos
para machos e 55 cromossomos para fémeas, um mecanismo de cromossomos
sexuais multiplos do tipo ZZ/ZWW5; férmula cromossdmica 50 m/sm + 4 st para
machos e 49 m/sm + 6 st em fémeas. Os exemplares analisados do Rio Cuiaba
possuem 2n = 54 cromossomos e férmula cariotipica de 42 m/sm + 2 st + 10 e, a
localidade do Rio Paraguai possui 2= = 54 cromossomos, sendo 36 m/sm + 2 st + 16
a. (Tabela 1).

No estudo de Moreira-Filho; Bertollo e Galetti (1984) com uma analise
citogenética (Giemsa e bandamento C) na populagado de A. affinis do Rio Passa
Cinco propuseram que o sistema de cromossomo sexual do tipo ZZ/ZW W, surgiu a
partir de rearranjos estruturais e numéricos envolvendo o par metacéntrico n° 1 (2),
onde os cromossomos W4W, tiveram sua origem aparentemente a partir da fisdo
céntrica do primeiro par metacéntrico, seguido de uma inversdo pericéntrica.
Schemberger et al. (2011) reavaliaram a origem do sistema cromossomo multiplo de
A. affinis com o uso de pintura cromossOmica e propuseram que a origem deste
sistema foi a partir de translocacao reciproca do par proto cromossomo sexual ZW
com autossomo, seguido de fissdo e inversao pericéntrica para a origem dos
cromossomos W4{W5.

Por sua vez, as amostragens do Alto Rio Paraguai (localidades dos Rios

Cuiaba e Paraguai) ndo mostraram evidéncias na ocorréncia de heteromorfismo de
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cromossomos sexuais. Entretanto, A. affinis do Rio Cuiaba tem uma organizagéo
cariotipica com 5 pares de cromossomos acrocéntricos e Rio Paraguai apresentou 8
pares acrocéntricos, caracteristica sO6 encontrada nesta espécie entre os
Parodontidae (Tabela 1). Schemberger et al. (2011) utilizando uma analise
cariotipica ancorada no grupo externo Anostomidae propuseram que o cariotipo
basal de Parodontidae seria organizado em 54 cromossomos m/sm. Desta forma, é
provavel que os cromossomos acrocéntricos encontrados para as populacdes dos
rios da bacia do Rio Paraguai apresentem uma condigdo derivada para
Parodontidae, com origem a partir de inversdes pericentroméricas de cromossomos
m/sm, o0 que pode ser corroborado pela manutengédo do 2n = 54 e variagao do NF
(de 108 para 98). Esta hipdtese é reforcada pelos estudos de Moreira—Filho et al.
(1984) que evidenciaram a partir de regides organizadoras de nucléolo que os
cromossomos acrocéntricos sdo derivados de cromossomos meta/submetacéntricos
em Apareiodon.

Apareiodon affinis da regido do Baixo Rio Parana (Argentina) também né&o
apresentou heteromorfismo de cromossomos sexuais, entretanto, um polimorfismo
de formula cariotipica devido a presenga de cromossomos acrocéntricos permitiu o
estabelecimento de 10 citétipos (JORGE; MOREIRA-FILHO, 2000). Neste estudo,
para cada uma das diferentes localidades ao longo do Baixo Rio Parana amostradas
foram observados espécimes com 2n = 54 cromossomos, porém com numero de
meta/submetacéntricos (48-50), subtelocéntricos (0-4) e acrocéntricos (0-6)
variaveis, com consequentemente alteragdo do numero fundamental (Tabela 1).

A ocorréncia de caracteristicas cromossémicas semelhantes entre A. affinis
das populagdes do Rio Cuiaba e Baixo Parana (Argentina) pode ser reflexo do fluxo
génico entre bacia do Rio Paraguai com o Baixo Rio Parana (JESUS; BERTOLLO;
MOREIRA-FILHO, 1999; JORGE; MOREIRA-FILHO, 2000). Para Jorge e Moreira-
Filho (2000) é provavel que os cromossomos acrocéntricos dos individuos de Cuiaba
representem uma condi¢cdo derivada dos organismos encontrados em Corrientes —
Argentina (Tabela 1).

Em outra hipotese, a ocorréncia deste polimorfismo de férmulas cariotipicas
para as populagcdes do Baixo Rio Parana pode ser explicada pela eliminagdo da
barreira de Sete Quedas (divisor natural do Alto e Baixo Rio Parand) inundada pela
barragem de ltaipu em 1982. Nesta via, espécimes de A. affinis do Alto Rio Parana
poderiam descer a barragem de ltaipu e cruzar com exemplares do Baixo Rio

Parana. Nesta segunda hipdtese, a especiagao entre populagdes do Alto e Baixo Rio
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Parana como reflexo do isolamento geografico da Sete Quedas ainda nao seria
completo. Entretanto, dados de sequenciamento do gene citocromo oxidase |
revelou divergéncia genética de 0,3% entre as populagdes do Rio Paraguai e Rio
Uruguai (continuagédo do Baixo Rio Parana), e uma divergéncia genética de 6,1% foi
descrita em relagédo destas populagbes com a populagdo do Alto Rio Parana,
indicando especiagao e auséncia de fluxo génico.

A utilizacdo dos marcadores cromossémicos de rDNA nas diferentes
populagdes de A. affinis demonstrou a localizagdo conservada para o sitio de rDNA
18S em cromossomo subtelocéntrico, situacdo também observada nas demais
espécies de Apareiodon (BELLAFRONTE et al., 2009), ao contrario do género
Parodon, que demonstra espécies com sitios de rDNA 18S em posic¢des variaveis. O
rDNA 5S, até o presente momento, sé havia sido detectado em um provavel par
homeodlogo entre as espécies de Parodontidae, com localizagao intersticial do brago
curto de um par metacéntrico. Essa condi¢gao € compartilhada pelas populagbes de
A. affinis do Alto Rio Parang; entretanto, a populagdo do Rio Cuiaba, Cuiaba - MT
apresenta este par heteromorfico, sendo um cromossomo metacéntrico e outro
acrocéntrico, enquanto a populagéo do rio Paraguai apresentou o rDNA 5S no brago
longo de um par acrocéntrico. Essa situacdo pode ser explicada por inversdes
pericéntricas e o aumento do numero de acrocéntricos para as populagdes do Rio
Paraguai.

As sequéncias de DNA satélite exercem um papel importante na evolucao
cariotipica, pois estdo envolvidos com rearranjos cromossOmicos, promovem
movimentos intragénicos entre cromossomos nao homologos e entre diferentes
dominios cromossdmicos (WICHMAN et al., 1991; SLAMOVITS et al., 2001; VICARI
et al., 2008). O DNA satélite pPh2004 de Parodontidae apresentou pequena
variagao entre as populagdes do Alto Rio Parana, com aumento do numero de sitios
para a populacado do Lago de ltaipu, trecho final do sistema. Com relacdo as duas
populagdes do alto Rio Paraguai, foi visualizado um aumento do numero de sitios,
essencialmente em cromossomos acrocéntricos, os quais poderiam estar auxiliando
nos rearranjos de inversdes pericéntricas e diferenciagao cariotipica.

A citogenética tem auxiliado na taxonomia e sistematica de espécies de
Parodontidae (CENTOFANTE; BERTOLLO; MOREIRA-FILHO, 2002;
BELLAFRONTE; MARGARIDO; MOREIRA-FILHO, 2005; ROSA et al., 2006; VICARI
et al., 2006). A analise cromossémica entre as localidades do Alto Rio Parana e Rio
Paraguai mostram divergéncias citogenéticas decorrentes do isolamento geografico,
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corroborando estudos moleculares que demonstram divergéncia evolutiva
consistente com auséncia de fluxo génico e espécies diferentes (BELLAFRONTE et
al., 2013). Desconsiderando a formagao de hibridos entre exemplares do Rio
Paraguai/Baixo Rio Parana e Alto Rio Parana o taxa A. affinis poderia ser
considerado um complexo de espécies. Apareidon affinis tem sua localidade tipo
descrita para regiao do Rio da Prata, Argentina, Steindachner, 1879. Assim, levando
em consideragdo que as divergéncias cromossdmicas entre Alto Rio Parana e Rio
Paraguai sao consistentes com espécies distintas, A. affinis do Ato Rio Parana

deveria ter sua condi¢ao taxonémica revista.
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Figura 10. Cariétipos de Apareiodon affinis do rio Passa Cinco - SP em coloragdo convencional por
Giemsa (a e c) e bandamento C (b e d), sendo a e b (macho) e, c e d (fémea). Barra = 10 pm.
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Figura 12. Caridtipos de Apareiodon affinis do rio Parana — PR, localidade de Santa Helena-PR;
coloragao convencional por Giemsa (a e ¢) e bandamento C (b e d), sendo a e b (macho) e, c e d
(fémea). Barra = 10 um.
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Figura 13. Cariétipos de fémeas de Apareiodon affinis do rio Cuiaba — MT (a, b) e rio Paraguai - MT
(c, d); coloragdo convencional por Giemsa (a e c¢) e, bandamento C (b e d). Barra =10 um.



Figura 14. Carittipos de Apareiodon affinis submetidos a dupla FISH com sondas de rDNA 18S
(vermelho) e rDNA 5S (verde). Em (a) Rio Passa Cinco, (b) Rio Piracicaba, (c) Rio Parana, (d) Rio
Cuiaba e, (e) Rio Paraguai. Barra = 10 ym.



Figura 15. Cariétipos de Apareiodon affinis submetidos a FISH com sonda do DNA satélite pPh2004
(verde). Em (a) Rio Passa Cinco, (b) Rio Piracicaba, (c) Rio Parana, (d) Rio Cuiaba e, (e) Rio
Paraguai. Barra = 10 ym.
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Tabela 1. Dados cariotipicos para cinco populagbes de Apareiodon affinis, trés pertencentes ao sistema Alto Rio Parana e duas do Alto Rio Paraguai.

Rio/ Localidade Bacia Organizagao Cromossomos Férmula Banda C rDNAs DNA satélite
Hidrografica cariotipica sexuais cariotipica pPh2004
Passa Cinco/ Alto Parana 2n=54 (&) ZZIZW W, 50 m/sm+4 st () Z, W1, W2 18S par 26 (st) 2,5, 23, (st)

Ipetna - SP 2n =55 (Q) 49 m/sm+6 st (Q) 5S par 8 (m)

Piracicaba / Alto Parana 2n = 54 (@) ZZ|Z\W W, 50 m/sm+4 st (3) 2,7,Z, W1, 18S par 26 (st) 2,5,23,
Piracicaba - SP 2n =55 (Q) 49 m/sm+6 st (Q) W2 5S par 8 (m) (st)
Parana / Santa Alto Parana 2n=54 (&) ZZIZW W, 50 m/sm+4 st () 2,3,4,6,7, 18S par 26 (st) 2,5, 14, 23, (st)

Helena - PR 2n =55 (9) 49 m/sm+6 st (Q) 8,9, 27,27, 58 par 8 (m)

W1, W2
Cuiabd / Cuiaba - Alto Paraguai 2n =54 (3) Sem 42m/sm+2 st+10 a 1,4,7,8,9 18S par 22 (st) 22 (st), 23, 24,
MT 2n =54 (?) heteromorfismo 10 58S par 26 (m/a) 25, 26,27 (a)
Paraguai / Alto Paraguai 2n =54 (3) Sem 36m/sm+2 st+16 a 5, 22, 23, 24, 18S par 19 (st) 20, 21, 22, 23,
Céceres - MT heteromorfismo 26, 27 58S par 22 (a) 24, 25, 26,27 (a)

2n = 54 (9)
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5. CONCLUSAO

Neste estudo foram analisadas citogeneticamente cinco populagbes de
Apareidon affinis: Rio Passa Cinco, Ipeuna—SP; Rio Piracicaba, Piracicaba—SP; Rio
Parana (lago da represa de ltaipu — Santa Helena—PR) pertencentes ao sistema
hidrografico do Alto Rio Parana e; Rio Cuiaba, Cuiaba-MT, e Rio Paraguai, Caceres
— MT, bacia do Rio Paraguai. As trés amostragens analisadas do sistema do Alto Rio
Parana mostraram uma alta conservacgao cariotipica, com manutencdo da formula
cariotipica, sistema de cromossomos sexuais multiplos, localizagdo dos rDNAs 18S
e 5S a excecado do DNA satélite pPh2004, que mostrou a ocorréncia de um par com
sitio adicional para a populagéo do Rio Parana (Lago da Represa de ltaipu).

As populag¢des da bacia do rio Paraguai mostraram maior diferenciagcéo entre
si, com 2n = 54 cromossomos sem heteromorfismo de cromossomos sexuais, no
entanto, com diferengcas nas formulas cariotipicas devido a variagdo do numero de
acrocéntricos; localizacdo do rDNA 5S e, no numero de sitios do DNA satélite
pPh2004.

O 2n = 54 cromossomos, todos m/sm, sem heteromorfismo de cromossomos
sexuais sao caracteristicas consideradas ancestrais em Parodontidae. As variagdes
de férmula cariotipica para as populagbes do Rio Paraguai sdo decorrentes do
aumento do numero de acrocéntricos, sem variacao de 2n, o qual é consistente com
rearranjos do tipo inversdo pericéntrica. Ha uma provavel participacdo do DNA
satélite pPh2004 na origem das inversdes pericéntricas para as populagcdes da bacia

do Rio Paraguai.

Quando comparadas as populagbes do Alto Rio Parana as populagdes do
Rio Paraguai, os marcadores cromossdmicos demonstram forte evidéncia de
divergéncia evolutiva com ocorréncia de espécies distintas em isolamento
geografico. Estes resultados sao corroborados por analises moleculares que
também indicam espécies distintas entre Alto Rio Parana e sistema Baixo Rio
Parana/ Plata/Uruguai/Paraguai. Nesta situagdo, a populacdo de A. affinis do Alto

Rio Parana deveria ter sua condi¢cao taxonémica revista.
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Anexo 02 — Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade
Estadual de Ponta Grossa.
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Anexo 03 — Marcacao da sonda sondas de DNAr por Nick Translation

As reagdes de nick translation seguiram as orientagdes do fabricante (Roche).
Pipetar os seguintes componentes em tubo de 1,5 ml no gelo: x ul agua gsp; x pl
sonda (equivalente a concentragdo de 1000 ug/ul); 4 yL mix de nick translation;
completar para o volume total de 20 pl; permanecer durante 1hora e 30 minutos a

15° C; interromper aquecendo por 15 minutos a 65° C.

Anexo 04 — Marcagao da sonda sondas de DNAr 5S por PCR

A sonda de rDNA 5S foi marcada por meio do método PCR, usando biotina-
16-dUTP (Roche®). O PCR marcado com primers especificos foi realizado para o
rDNA usando 20 ng de molde de DNA, 1X Taq Reaction buffer (200 mM Tris pH 8.4,
500 mM KCI), 40 uM de dATP, dGTP e dCTP, 28 uyM de dTTP, 12 uM biotina-16-
dUTP, 1 uM de primers, 2mM MgCI2 e 0.05 U/uL de Taqg DNA Polymerase
(Invitrogen®).
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