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DELAI, Vitor Antonio. Caracterizacdo cariotipica de trés espécies de peixes da
familia Parodontidae (Characiformes). 72 f. Dissertacdo (Mestrado em Genética e
Biologia Molecular) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina/PR.

RESUMO

O presente trabalho apresenta dados citogenéticos para trés espécies da familia Parodontidae:
Parodon nasus, Apareiodon ibitiensis e Apareiodon affinis coletados em diferentes
localidades dos baixo Paranapanema. Dezenove exemplares de P. nasus foram coletados no
Ribeirdo Agua dos Patos, lepé/SP, afluente do rio Paranapanema/SP, Ribeirdo Trés Bocas,
Ribeirdo Jacutinga e Ribeirdo Apertados, Londrina/PR, afluentes do Rio Tibagi/PR, 7
exemplares de Apareiodon ibitiensis foram coletados apenas no Ribeirdo dos Apertados e 27
exemplares de Apareiodon affinis, coletados no Ribeirdo Agua dos Patos, Ribeirdo Jacutinga
e Ribeirdo Trés Bocas. Todos os individuos de Parodon nasus e Apareiodon ibitiensis
apresentaram 2n=54 cromossomos m-sm e NF=108. A NOR, nestas duas espécies foi
evidenciada na regido terminal do braco longo de um par submetacéntrico, sendo o par 4 em
P. nasus, apresentando um heteromorfismo de tamanho entre os homdlogos. A Banda C
revelou blocos heterocroméaticos nas regides centroméricas e terminais de alguns
cromossomos do complemento. O fluorocromo CMA; evidenciou regides ricas em pares de
base CG coincidentes com as NORs, e o0 DAPI ndo evidenciou nenhuma marcacdo. Em A.
affinis todos os machos apresentaram um namero dipléide 2n = 54 cromossomos m-sm e NF
= 108 e as fémeas apresentaram um 2n=55, sendo 53 m-sm + 2 st e NF = 110, sendo
observado nestas populacbes um sistema de cromossomos sexuais mdaltiplos do tipo
ZZIZ\W;W,, ocorrendo uma variacdo interpopulacional em relacdo aos cromossomos sexuais.
Os individuos fémeas coletados nos Ribeirbes Agua dos Patos e Jacutinga, apresentaram
somente um cromossomo metacéntrico nimero 1, que corresponderia a0 cromossomo Z e 0S
individuos fémeas de A. affinis do Ribeirdo Trés Bocas apresentaram somente um
submetacéntrico de tamanho mediano, provavelmente correspondente ao cromossomo 7, que
corresponderia ao cromossomo Z nesta populagdo. A NOR manteve-se conservada em todas
as populac@es, sendo evidenciada no par 27 na regido terminal do braco longo, coincidente
com marcagdes CMA; positivas e com um bloco heterocromatico. A heterocromatina foi
também evidenciada nas regiGes centroméricas e terminais de alguns cromossomos. Os
resultados obtidos evidenciam uma similaridade entre as populagdes de Parodon nasus e
Apareiodon ibitiensis e apresentam mais uma ocorréncia do sistema cromossémico sexual
maltiplo 2Z/ZW;W, em Apareiodon affinis, sendo observado um padrdo diferente nos
individuos do Ribeirdo Trés Bocas, o que pode estar diferenciando esta populagéo.

Palavras-chaves: Apareiodon. Parodon. Citogenética. Cromossomos sexuais. Bandamento
cromossémico.



DELAI, Vitor Antonio. Karyotype characterization of three species of fish of the
Parodontidade family (Characiformes). 2009. 72 p. Dissertation (Masters in
Genetics and Molecular Biology) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, PR.

ABSTRACT

This paper presents cytogenetic data for three species of the family Parodontidae: Parodon
nasus, Apareiodon ibitiensis and Apareiodon affinis collected in different locations of Tibagi
and Paranapanema rivers. Nineteen specimens of P. nasus were collected in Agua dos Patos
Stream, 1épe/SP, a tributary of the Paranapanema river/SP, Trés Bocas, Apertados and
Jacutinga Stream, Londrina/PR, tributaries of the Tibagi River/PR, 7 specimens of
Apareiodon ibitiensis were collected only in Apertados Stream and 27 specimens of
Apareiodon affinis, collected in Agua dos Patos, Trés Bocas and Jacutinga Stream. All
individuals of Parodon nasus and Apareiodon ibitiensis presented 2n = 54 chromosomes m-
sm and FN=108. The NOR in these two species was evident in the terminal region of the long
arm of a submetacentric pair, the pair 4 in P. nasus, with a heteromorphism of size between
chromosomes homologous. The C-banding revealed heterochromatic blocks in the
centromeric and terminal regions of some chromosomes of the complement. The
fluorochrome CMA; showed regions rich in GC base pairs coincident with the NORs and the
DAPI did not reveal any labeling. In A. affinis all males showed a 2n = 54 chromosomes m-
sm and FN=108 and the females showed a 2n=55, with 53 m-sm + 2 st and FN=110, being
observed in these populations a system of sex chromosomes multiple ZZ/ZW;W,, with a
variation interpopulation for the sex chromosomes. Individuals females collected in Agua dos
Patos and Jacutinga Stream showed only one metacentric chromosome number 1, which
correspond to the Z chromosome and female individuals of A. affinis of Trés Bocas Stream
had only a medium size submetacentric, probably the chromosome 7, which correspond to the
Z chromosome in this population. The NOR has remained conserved in all populations, as
evidenced in par 27 in the terminal region of the long arm, coinciding with CMAg; positive
and heterochromatic block. The heterochromatin was also observed in centromeric and
terminal regions of some chromosomes. The results showed a similarity between the
populations of Parodon nasus and Apareiodon ibitiensis and presented another occurrence of
multiple sex chromosome system ZZ/ZW1W2 in Apareiodon affinis, with a different pattern
observed in individuals of Trés Bocas Stream, which can be differentiating the population.

Key-words: Apareiodon., Parodon. Cytogenetic. Sexual chromosomes. Chromosome
banding.
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1 INTRODUCAO

11 CONSIDERAGOES GERAIS SOBRE A FAMILIA PARODONTIDAE

A familia Parodontidae, dentro da ordem Characiformes, representa um grupo
relativamente pequeno sendo composta por trés géneros: Parodon, Apareiodon e Saccodon,
conhecidos popularmente como “canivetes” e “charutos” no Brasil e "virolitos” e “rollizos”
no restante da América Latina, estes animais se encontram distribuidos desde o Canal do
Panama até a bacia do rio do Prata na Argentina, estando ausentes na costa da bacia da
Patagonia e no canal Amazonico (Pavanelli 2003).

Os géneros desta familia sdo peixes de pequeno porte, aproximadamente 14 a 17 cm, de
corpo fusiforme, sdo frequentemente encontrados em aguas correntes, apresentam nadadeiras
peitorais bem desenvolvidas, o que possibilita uma maior fixacdo ao substrato rochoso onde
se alimentam, sobretudo raspando o epifiton. As principais diferencas morfoldgicas entre os 3
géneros estdo relacionadas a presenca ou auséncia de dentes mandibulares associada ao
padrdo de coloracdo corporal. No género Parodon um dos primeiros a serem descritos, €
caracteristico a presenca de pequenos dentes mandibulares e uma mancha acompanhando a
linha lateral em zigue-zague; em Apareiodon auséncia de dentes mandibulares e uma faixa
acompanhando a linha lateral continua; em Saccodon auséncia de dentes mandibulares e
primeiros raios das nadadeiras peitorais indivisos. (Pavanelli e Britski 2003).

Recentemente, Pavanelli (2003) reorganizou a familia em 25 espécies validas, sendo
14 Apareiodon, 11 Parodon e 3 Saccodon, além de outras espécies ainda ndo inseridas nesta

nova revisdo. As espécies validas sao:
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e  Apareiodon Eigenmann, 1916
Apareiodon affinis Steindachner, 1879
Apareiodon davisi Fowler, 1941
Apareiodon gransabana Starnes & Schindler, 1993
Apareiodon hasemani Eigenmann, 1916
Apareiodon ibitiensis Campos, 1944
Apareiodon itapicuruensis Eignmann & Henn, 1916
Apareiodon machrisi Travassos, 1957
Apareiodon orinocensis Bonilla, Machado-Alison, Silveira, Chernoff, Lopes
& Lasso, 1999
Apareiodon piracicabae Eigenmann & Norris, 1907
Apareiodon vittatus Garavello, 1977

e Parodon Valencienes, in Curvier & Valencienes, 1850
Parodon apolinari Myers, 1930
Parodon bifasciatus Eigenmann, 1912
Parodon buckeyi Boulenger, 1887
Parodon caliensis Boulenger, 1895
Parodon carrikeri Fowler, 1940
Parodon guyanensis Géry, 1959
Parodon hilarii Reinhardt, 1866
Parodon nasus Kner, 1859
Parodon pongoensis Allen, 1942

Parodon suborbitalis, VValenciennes, 1850
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° Saccodon Kner, 1863

v Saccodon dariensis Meek & Hildebrand, 1913
v Saccodon terminalis Eigenmann & Henn, 1914
v Saccodon wagneri Kner, 1863

1.2 ASPECTOS CITOGENETICOS DA FAMILIA PARODONTIDAE.

Na familia Parodontidae 12 espécies ja foram descritas citogeneticamente sendo 4
pertencentes ao género Parodon e 9 ao género Apareiodon. Abaixo, estdo descritas as
principais caracteristicas citogenéticas dos géneros Apareiodon e Parodon e, na tabela 1,
estdo concentrados todos os dados de numero diploide, formula cariotipica, cromossomos

sexuais e NOR, modificados a partir de Bellafronte et al. (2005).

1.2.1 Género Apareiodon

Na literatura sdo encontrados dados citogenéticos para as seguintes espécies de
Apareiodon: A affinis, A. ibitiensis, Apareiodon sp, A. piracicabae, A. vittatus, Apareiodon sp.
A, Apareiodon sp. B, Apareiodon sp. C e Apareiodon vladii. como relacionados na tabela 1.

Na espécie Apareiodon affinis encontram-se populacdes que possuem heterogametia
feminina com cromossomos sexuais multiplos do tipo ZZ/ZW1ZW,, assim como populacdes
sem cromossomo sexual.

Estudos realizados em diferentes populacdes de Apareiodon affinis da bacia do Alto
Parana por Moreira—Filho et al. (1980, 1985), Jesus et al. (1999) e por Jorge e Moreira-Filho
(2000), e no rio Sapucai (MG) por Leite e Maistro (2004) revelaram um numero dipl6ide de

54 cromossomos e numero fundamental (NF) igual 108) para os machos e 55 cromossomos e
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numero fundamental (NF) igual 110) para as fémeas, revelando assim uma heterogametia
feminina, isto €, um sistema de cromossomos sexuais multiplos, do tipo ZZ/ZW,W,, onde o
macho possui 0s dois cromossomos metacéntricos grandes correspondendo ao 1° par (Z2),
sendo 0 sexo homogamético e as fémeas possuem apenas um Cromossomo metacéntrico
grande (Z) e dois cromossomos sem homologia, W, e W5, sendo 0 sexo heterogamético. Estes
cromossomos sexuais, provavelmente, devem ter se originado de um processo de rearranjo
estrutural do primeiro par de cromossomos metacéntricos, tendo ocorrido uma fissdo céntrica
em um dos homologos, do primeiro par, seguido por uma inversao pericéntrica, resultando em
fémeas portadoras dos cromossomos submetacéntricos W; W5, segundo Jesus et al. (1999).

Jesus et al. (1999) analisando uma populagdo de Apareiodon affinis do rio Cuiaba e
Jorge e Moreira-Filho (2000) estudaram diferentes populacfes desta espécie no Baixo Parana
(Rios ltuzaingo, Ita, Ibaté, Corrientes e Reconquista), na Argentina, revelaram um ndmero
dipldide de 54 cromossomos em ambos 0s sexos, ndo sendo evidenciados cromossomos
sexuais maltiplos.

Foram relatadas as duas situacfes acima citadas, isto é, auséncia e presenca de
Cromossomos sexuais, em uma unica populacdo de Apareiodon affinis de Posadas, Provincia
de Misiones—Argentina (Calgaro et al. 2004).

Um outro mecanismo cromossdmico sexual foi relatado neste género em Apareiodon
vladii (Rosa et al 2006) e Apareiodon sp (Vicari et al. 2006), sendo um sistema sexual
simples do tipo ZZ/ZW, onde as fémeas apresentaram 0 cromossomo 21, um pequeno
metacéntrico, sem homologia, sendo o cromossomo Z, e um subtelocéntrico grande sem
correspondéncia no macho, o cromossomo W, caracterizando assim uma heterogametia
feminina. Em Apareiodon sp o cromossomo Z foi considerado um submetacéntrico (Vicari et

al. 2006). O cromossomo W teria se originado, em ambas as espécies, de uma amplificacdo da
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heterocromatina do braco curto de um dos homdélogos do par 21, segundo os autores acima
citados.

Em outras espécies do género foi encontrado um conservadorismo quanto ao ndmero
de cromossomos, sendo observado em Apareiodon piracicabae (Moreira-Filho et al. 1984,
1985), em Apareiodon sp. A, Apareiodon sp. B e Apareiodon sp C. Apareiodon vittatus e
Apareiodon ibitiensis (Moreira-Filho et al. 1984, 1985; Jesus e Moreira-Filho, 2000a) um
numero dipléide igual 54, sem diferenciagdo cromossémica sexual. Em um grupo de
Apareiodon piracicabae do rio Passa-Cinco, foi relatado um cromossomo extra do tipo B
(Falcéo et al. 1984).

Em geral, os cromossomos em Apareiodon sdo encontrados distribuidos em
metacéntricos, submetacéntricos e subtelocéntricos. ExcecGes foram observadas em
Apareiodon affinis do rio Cuiaba (Jesus et al. 1999) e da Bacia do Baixo Parana (Argentina)
(Jorge e Moreira-Filho 2000), sendo encontrados cromossomos acrocéntricos em ambos 0s
sexos. Nesta dltima populacdo foi observada uma variagdo relacionada ao numero de
cromossomos meta/submetacentrico (48-50), subtelocentrico (0-4), acrocentrico (0-6) e
consequentemente uma variacdo no numero fundamental de 102 a 108, sendo possivel
determinar 10 cit6tipos. E provavel que a origem destes cromossomos se deve a um
mecanismo de inversao pericéntrica em cromossomos com dois bracos, sendo esta condi¢do
mais derivada dentro deste género. (Jorge e Moreira-Filho 2000).

Pela técnica de banda C, as espécies do género Apareiodon apresentaram blocos
heterocrométicos preferencialmente em regides centromericas e algumas regifes terminais
como em A. affinis do Alto Parané analisada por Jesus et al. (1999) e do rio Sapucai por Leite
e Maistro (2004), em Apareiodon sp. A, Apareiodon sp. B, Apareiodon sp.C, Apareiodon

vittatus, Apareiodon ibitiensis e Apareiodon piracicabae analisados por Jesus e Moreira-Filho
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(2000a), em Apareiodon vladii por Rosa et al. (2006) e em Apareiodon sp por Vicari et al.
(2006).

Em A. affinis do rio Cuiaba, além dos blocos pericentroméricos e alguns terminais, foi
observada uma banda heterocromatica intersticial no braco longo de um par acrocéntrico,
caracteristico dos espécimes desta populacao (Jesus et al. 1999).

Em Apareiodon affinis com sistema sexual ZZ/ZW;W, analisada por Jesus et al.
(1999) o cromossomo Z possui blocos heterocromaticos em ambas terminac@es, sendo que o
cromossomo W, apresentou-se com um pequeno bloco heterocroméatico na regido
pericentromérica € um bloco mais evidente na regido terminal do braco longo, e o
cromossomo W, apresentou uma forte marcacao na regido pericentromérica, juntamente com
uma pequena marcacgao na regido intersticial e um bloco na regido terminal do braco longo.
Resultados similares foram encontrados por Leite e Maistro (2004) em uma populagéo do rio
Sapucai (Alfenas, Minas Gerais).

De um modo geral, as regides organizadoras de nucléolo (NORs), se apresentam em
apenas um par neste género, sendo observada, principalmente, no brago longo de um
cromossomo subtelocéntrico (tabela 1), exceto para A. affinis do rio Cuiaba que apresenta a
NOR em um par cromossdmico acrocéntrico (Jesus et al. 1999) e para Apareiodon
piracicabae que mostra um polimorfismo intra e interindividual relacionado ao nimero,
posicéo e tamanho das NORs, sendo observados desde uma NOR simples em somente um dos
homdlogos até uma dupla NOR em ambos cromossomos (Jesus e Moreira-Filho 2000a).
Estudos anteriores indicam que esta dupla NOR provavelmente resulta de uma inversao
paracéntrica em um cromossomo ancestral envolvendo uma NOR simples e uma regido
heterocromatica adjacente (Moreira-Filho et al. 1984).

Em Apareiodon affinis, Apareiodon ibitiensis, Apareiodon vladii e Apareiodon sp. B a

heterocromatina esta localizada coincidente a regido organizadora de nucléolo, (Moreira-Filho
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et al. 1984; Jesus et al. 1999; Jesus e Moreira—Filho, 2000a; Leite e Maistro 2004), enquanto
que em A. piracicabae e em Apareiodon sp. A (Jesus e Moreira—Filho 2000a) e em A. vladii
(Rosa et al. 2006) a heterocromatina esta adjacente a NOR.

A caracterizacdo do numero de cromossomos nucleolares em uma espécie, pela
técnica de impregnacdo por nitrato de prata exige uma analise cuidadosa, pois por muitas
vezes 0 DNAr pode ndo estar ativo, possuindo assim mais cistrons ribossémicos. Em
Apareiodon vladii foi utilizada sonda de DNAr 18S localizando esse sitio de transcrigdo no
26° par, correspondente ao par marcado pelo nitrato de prata (Rosa et al. 2006), 0 mesmo

ocorrendo em Apareiodon sp ap6s (Vicari et al 2006) utilizarem a sonda de DNAr 18S.

1.2.2 Género Parodon

No género Parodon as espécies analisadas foram Parodon sp, Parodon hilarii,
Parodon nasus (anteriormente citada como P. tortuosus) e Parodon pongoensis
(anteriormente citada como Parodon sp.) todas com 2n=54 cromossomos como relacionado
na tabela 1 porém, com algumas variacbes na férmula cariotipica. Em uma analise
citogenética em Parodon nasus (Rio Cuiaba) e Parodon tortuosus (Rio Passa-Cinco),
Bellafronte et al. (2005) ndo evidenciaram nenhuma diferenca cariotipica consideravel entre
essas duas espécies comprovando o que Pavanelli (2003) propés em uma revisdo taxondmica,
de que Parodon tortuosus é sinénimo de Parodon nasus.

Em Parodon nasus foram observados 48 cromossomos meta-submetacéntricos e 6
subtelocéntricos em uma populagdo do rio Passa Cinco (Moreira-Filho et al. 1985; Jesus e
Moreira-Filho, 2000b; Bellafronte et al. 2005), do Cdrrego Paiol Grande, SP (Centofante et

al. 2002) e do rio Cuiabéa (Bellafronte et al. 2005).
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No rio Araguaia uma populacdo de Parodon pongoensis apresentou uma formula
cariotipica de 50 cromossomos meta-submetacéntricos e 4 subtelocéntricos (Jesus e Moreira-
Filho 2000b).

Estudos realizados em uma populacdo de Parodon hilarii do Cérrego das Portas
(Bacia do Rio Sdo Francisco) demonstraram um sistema cromossémico sexual do tipo
ZZIZW, onde as fémeas apresentam um cromossomo subtelocéntrico correspondente ao W.
Este cromossomo apresentou-se 30 a 40% maior que 0S maiores cromossomos do
complemento, devido a um processo de heterocromatinizagdo que conduziu a um
alongamento unidirecional no brago longo desse cromossomo, uma vez que 0 cromossomo Z
apresenta pouca heterocromatina (Moreira-Filho et al. 1993; Jesus e Moreira-Filho 2000D).

Este mecanismo cromossdmico sexual do tipo ZZ/ZW foi também encontrado em uma
populacdo de Parodon sp. do corrego Paiol Grande (Sdo Bento do Sapucai, SP), onde o
cromossomo Z corresponde a um submetacéntrico médio e o cromossomo W a um
metacéntrico grande (Centofante et al. 2002).

A banda C em Parodon hilarii revelou pequenos blocos heterocromaticos na regido
pericentromérica em quase todos 0s cromossomos do complemento, embora mais evidentes
em alguns cromossomos e blocos heterocromaticos conspicuos em algumas regides terminais
(Moreira-Filho et al. 1993; Jesus e Moreira-Filho. 2000b). Em Parodon nasus a
heterocromatina também ocorre preferencialmente em regides pericentromerica e algumas
regides terminais com blocos conspicuos e coincidentes com a NOR (Jesus e Moreira-Filho.
2000b; Centofante et al. 2002; Bellafronte et al. 2005), assim como em Parodon sp
(Centofante et al. 2002).

A regido organizadora de nucléolos foi encontrada no par 25 em duas populacGes de
Parodon nasus (Moreira-Filho et al. 1984, Centofante et al. 2002), no par n° 15 em Parodon

hilarii (Moreira-Filho et al. 1993; Jesus e Moreira-Filho 2000b; Vicente et al. 2001) e em
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Parodon sp. (Centofante et al. 2002), e no par n° 2 em Parodon pongoensis (Jesus e Moreira-
Filho 2000b).

Pela coloragdo com cromomicina Az foram evidenciadas marcagdes coincidentes com
a NOR em Parodon pongoensis e Parodon nasus, sendo adjacente em Parodon hilarii
(Vicente et al. 2001).

Estudos realizados com sondas de DNAr 18S, pela hibridagéo in situ, revelaram uma
coincidéncia com as regides organizadoras de nucléolo (NORS), evidenciadas pela técnica de
impregnacéo por nitrato de prata e CMAg3, confirmando que esses cistrons estdo localizados
em apenas um par cromossdomico em Parodon hilarii, Parodon sp. e Parodon nasus (Vicente
et al. 2001). Ja a sonda de DNAr 5S evidenciou estes cistrons em dois pares cromossémicos
nas trés espécies analisadas: em Parodon hilarii na regido do brago curto do 11° par e na
regido pericentromérica do 19° par; em Parodon sp no braco curto do 8° par e na regido
pericentromérica do 15° par e em Parodon nasus, na regido pericentromérica do 17° par e no
braco curto do 25° par. (Vicente et al. 2001).

Em Parodon nasus o cluster de DNAr 18S e 5S se localizaram num mesmo
cromossomo, mas em extremidades opostas. Portanto, nas espécies Parodon sp. e Parodon
hilarii a localizacdo desses genes pode ser considerada como marcador espécie-especifico.
Outra verificacdo que pode ser feita é que os clusters de DNA 5S sdo adjacentes a regiao
heterocroméatica em Parodon hilarii e Parodon sp. e coincidentes em Parodon nasus (Vicente

et al. 2001).
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Tabela 1 - Dados citogenéticos na familia Parodontidae. 2n = namero dipléide; NF = nimero fundamental

Espécies Localidade Sexo 2n Formula Cariotipica FN Sistema Sexual NORs Ref
Parodon
Moreira-Filho et al. (1984, 1985), Jesus e
Parodon naus (citado como Moreira-Filho (2000b),
tortuosus) Rio Passa-Cinco,SP F-M 54 48 M/SM, 6 ST 108 - Par n°25 (ST) Vicente et al (2001)
Corrego Paiol Grande, SP F-M 54 48 M/SM, 6 ST 108 - Par n°25 (ST) Centofante et al. (2002)
Rio Passa-Cinco F-M 54 48 M/SM, 6 ST 108 - Par n°25 (ST) Bellafronte et al.(2005)
Rio Cuiaba F-M 54 48 M/SM, 6 ST 108 - Par n°25 (ST) “
Parodon pongoensis (citado Vicente et al (2001)
como Parodon sp) Rio Araguaia, MT F-M 54 50 M/SM, 4 ST 108 - Par n°2 (SM) Jesus e Moreira-Filho (2000b)
Parodon hilarii Corrego Porta, MG F 54 53 M/SM, 1ST 108 ZW Par n°15 (SM) *
M 54 54M/SM 108 7z Par n°15 (ST) “
Rio S&o Francisco, MG F 54 53M/SM, 1ST 108 ZW Par n® 15 (M) Moreira-Filho et al (1993)
“ M 54 54M/SM 108 Y4 Par n°15 (M) “
Corrego Porta, MG F 54 54M/SM 108 Y4 - Vicente et al (2003)
“ M 54 54M/SM 108 W - “
Parodon sp Cérrego Paiol Grande, SP F 54 54 M/SM 108 zZW Par n°15 (SM) Centofante et al.(2002)
“ M 54 54 M/SM 108 7z Par n°15 (SM) “
Apareiodon
Moreira-Filho et al. (1984, 1985), Jesus e
Apareiodon ibitiensis Rio Passa-Cinco,SP F-M 54 50 M/SM, 4 ST 108 - Par n°26 (ST) Moreira-Filho (2000a)
Apareiodon vladii Rio Piquiri, PR F 54 50 M/SM, 4 ST 108 ZW Par n°26 (ST) Rosa et al. (2006)
“ M 54 50 M/SM, 4 ST 108 Y4 Par n°26 (ST) “
Moreira-Filho et al. (1984, 1985), Jesus e
Apareiodon piracicabe Rios Passa Cinco/ Mogi-Guagu, SP F-M 54 52 M/SM, 2 ST 108 - Par n°27 (ST) Moreira-Filho (2000a)
Rio Passa-Cinco SP F-M 55 52 M/SM,2ST,1B 110 - - Falcéo et al. (1984)
Apareiodon sp. A Corrego Frio, MG F-M 54 50 M/SM, 4 ST 108 - Par n°26 (ST) Jesus e Moreira-Filho (2000a)
Apareiodon sp. B Corrego Barreiro Grande, MG F-M 54 50 M/SM,4 ST 108 - Par n°26 (ST) “
Apareiodon sp. C Rio Araguaia, MT F-M 54 52 M/SM, 2 ST 108 - - “
Apareiodon vittatus Rio Timb6, MT F-M 54 52 M/ISM, 2 ST 108 - Par n°27 (ST) “
Apareiodon sp Rio Verde, PR F 54 47M/SM, 6ST 108 ZW Par n°25 (ST) Vicari et al (2006)
“ M 54 48M/SM, 6ST 108 Y4 Par n°25 (ST) “
Moreira-Filho et al. (1980, 1984),
Apareiodon affinis Passa-Cinco, Mogi-Guacu, Piracicaba F 55 51 M/SM, 4ST 110 ZW;W, Par n°26 (ST) Jesus et al. (1999)
Moreira-Filho et al. (1980, 1984),
Passa-Cinco, Mogi-Guagu, SP M 54 50 M/SM, 4ST 108 2z Par n°26 (ST) Jorge e Moreira-Filho (2000)
Ituzaingo, Ita Ibaté, Corrientes e Reconquista F-M 54 a=50 M/SM, 4 ST 108 - - Jorge e Moreira-Filho (2000)
“ F-M 54 b=50 M/SM, 2 ST,2 A 106 - - “
“ F-M 54 c=50 M/SM, 3ST,1A 107 - - “
F-M 54 d=50 M/SM, 2 ST, 2 A 106 - -
“ F-M 54 e=50 M/SM, 1ST,3 A 105 - - “
“ F-M 54 f=50 M/SM, 2ST,2 A 106 - - “
F-M 54 g=50 M/SM, 1 ST, 3 A 105 - -
“ F-M 54 h=50 M/SM, 4 A 104 - - “
“ F-M 54 i=49 M/SM, 5 A 103 - - *
F-M 54 j=48 M/SM, 6 A 102 - - “
Rio Cuiaba, MT F-M 54 42 MISM, 12 ST/A 98 - Par n°23 (ST) Jesus et al. (1999)
Rio Sapucai, MG F 55 51M/SM, 4ST 110 ZW1W?2 Par n°26 Leite e Maistro (2004)
“ M 54 50M/SM,4ST 108 7z “
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve como objetivo geral analisar citogeneticamente trés espécies
de peixes da familia Parodontidae de diferentes localidades, contribuindo assim com mais

dados cariotipicos neste grupo de peixes.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

O presente trabalho teve por objetivos especificos:

1. Analisar e comparar o cari6tipo de trés espécies da familia Parodontidae, coletadas
em diferentes localidades das bacias dos rios Tibagi-PR e Paranapanema-SP.

2. Verificar a ocorréncia de cromossomos sexuais em Apareiodon affinis.

3. Detectar as regides organizadoras de nucléolo (NORs) e o padrdo de distribuicao
da heterocromatina.

4. ldentificar as regides cromossdmicas ricas em bases G-C e A-T.

5. Comparar os resultados obtidos com outras populacfes de parodontideos
anteriormente analisadas.

6. Contribuir com os estudos citogenéticos, para uma melhor compreensdo da

estrutura cromossémica e dos processos evolutivos ocorridos nesta familia.
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3 MATERIAL E LOCAIS DE COLETA

No presente trabalho foram analisadas trés espécies de peixes pertencentes a familia
Parodontidae: Parodon nasus, Apareiodon ibitiensis e Apareiodon affinis (Figura 1), coletadas
em diferentes localidades dos rios Tibagi e Paranapanema (Figura 2), conforme a seguir:
3.1  AFLUENTES DO RIO TIBAGI/PR:

3.1.1 Ribeirdo Trés Bocas, Municipio de Londrina PR (Figura 3a):

Apareiodon affinis: 11 individuos (3 machos e 8 fémeas).

Parodon nasus: 6 individuos (4 machos e 2 fémeas).

3.1.2 Ribeirdo dos Apertados, Municipio de Londrina PR (Figura 3b):

Apareiodon ibitiensis: 7 individuos. (2 machos e 5 fémeas).

Parodon nasus: 2 individuos (2 machos).

3.1.3 Ribeirdo Jacutinga, Municipio de Jataizinho, PR (Figura 3c):

Apareiodon affinis: 6 individuos (1 macho e 5 fémeas).

Parodon nasus: 3 individuos (2 machos e 1 fémea).

3.2 AFLUENTE DO RI0 PARANAPANEMA/SP:

3.2.1 Ribeirdo Agua dos Patos, Municipio de lepé, SP (Figura 3d):

Apareiodon affinis: 10 individuos (4 machos e 6 fémeas).

Parodon nasus: 8 individuos. (4 machos e 4 fémeas).
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Figura 1 — Espécies coletadas: (a) Apareiodon affinis, (b) Apareiodon ibitiensis, (c) Parodon
nasus.




Figura 2 — Imagem de Satélite da Bacia do Rio Paranapanema. Fonte. Google maps.
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Figura 3 — Locais de coletas (a) Ribeirao Trés Bocas; (b) Ribeirao dos Apertados; (c)
Ribeirdo Jacutinga; (d) Ribeirdo Agua dos Patos.
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CAPITULO 1

CONSERVADORISMO CROMOSSOMICO EM PARODON NASUS E
APAREIODON IBITIENSIS, DA FAMILIA PARODONTIDAE, DE

DIFERENTES LOCALIDADES (CHARACIFORMES, PARODONTIDAE).
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* Este artigo sera submetido para e revista Ichthyological Research.
Conservadorismo cromossémico em Parodon nasus e Apareiodon ibitiensis, da familia

Parodontidae, de diferentes localidades
Vitor Antonio Delai, Helen Alves Penha e Ana LUcia Dias

Departamento de Biologia Geral, CCB, Universidade Estadual de Londrina, Rodovia Celso
Garcia Cid, PR 445, Km 380, CP 6001, CEP 86051-970, Londrina, PR, Brazil.

Resumo

Estudos citogenéticos foram realizados em 19 individuos de Parodon nasus, sendo 12 machos
e 7 fémeas coletados no Ribeirdo Trés Bocas, Ribeirdo dos Apertados, Ribeirdo Jacutinga,
afluentes do rio Tibagi, municipio de Londrina/PR, e Ribeirdo Agua dos Patos municipio de
I1épe/SP, 7 individuos de Apareiodon ibitiensis, sendo 2 machos e 5 fémeas coletados no
Ribeirdo dos Apertados, municipio de Londrina/PR. Todos individuos apresentaram 54
cromossomos meta-submetacéntricos e nimero fundamental igual 108. A regido organizadora
de nucléolos foi evidenciada em um par cromossémico submetacéntrico para as duas especies,
sendo o par 4 em P. nasus, na regido terminal do braco longo, apresentando um
heteromorfismo de tamanho entre os homdlogos, coincidente com marcacdes CMA;3,
revelando que esta regido € rica em pares de bases GC e pobre em pares de base AT, pois 0
tratamento com DAPI mostrou-se negativo. O padrdo de distribuicdo da heterocromatina foi
evidenciado em regides centromérica e terminal na maioria dos cromossomos, para as duas
especies, sendo que a NOR mostrou-se banda C positiva. Os dados aqui apresentados
mostram um interessante conservadorismo cromossomico entre 4 populacdes de Parodon
nasus e uma de Apareiodon ibitiensis mas, apesar disso, a comparacao dos resultados obtidos
com os dados encontrados na literatura, mostra que este grupo de peixes apresenta uma
evolugdo cariotipica mais divergente do que conservativa, envolvida com rearranjos
cromossdmico estruturais relacionados ou n&o ao sexo.

Palavras-chave: Parodontidae, Citogenética, AQNOR, CMAs.
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Introducéo:

A familia Parodontidae, dentro da ordem Characiformes, representa um grupo
relativamente pequeno sendo composta por trés géneros: Parodon, Apareiodon e Saccodon,
conhecidos popularmente como “canivetes” e “charutos” no Brasil e "virolitos” e “rollizos”
no restante da América Latina, estes animais se encontram distribuidos desde o Canal do
Panama até a bacia do rio do Prata na Argentina, estando ausentes na costa da bacia da
Patagonia e no canal Amazonico (Pavanelli 2003).

Recentemente, Pavanelli (2003) reorganizou a familia em 23 espécies validas, sendo
10 Apareiodon, 10 Parodon e 3 Saccodon, além de outras espécies ainda ndo inseridas nesta
nova revisdo. No género Parodon, Pavanelli (2003) considerou a espécie Parodon tortuosus
como sinbnima de Parodon nasus, fato este comprovado atravées de analises citogenéticas de
uma populacdo de Parodon tortuosus do rio Tieté e uma populagdo de Parodon nasus do rio
Cuiabd por Bellafronte et al. (2005), ndo evidenciando nenhuma diferenca cariotipica
consideravel entre essas duas espécies.

Na familia Parodontidae 12 espécies ja foram descritas citogeneticamente, sendo 4
pertencentes ao género Parodon e 8 ao género Apareiodon, demonstrando um conservado
numero dipléide de 2n=54 neste grupo, geralmente distribuidos em cromossomos meta-
submetacéntricos e subtelocéntricos, apresentando diferenciacfes quanto a sua estrutura
cariotipica (Bellafronte et al. 2005). Espécies com sistemas sexuais foram encontradas neste
grupo de peixes, como populacdes de Apareiodon affinis que apresentaram cromossomos
sexuais multiplos do tipo 2Z/ZW;W, (Moreira-Filho et al. 1980, 1985; Jesus et al. 1999;
Jorge e Moreira-Filho, 2000; Leite e Maistro, 2004) e sistemas sexuais do tipo simples
relatados em Apareiodon vladii (Rosa et al. 2006), Apareiodon sp (Vicari et al. 2006),
Parodon hilarii (Moreira-Filho et al.1993; Jesus e Moreira-Filho, 2000b) e em Parodon sp.

(Centofante et al. 2002).
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O objetivo do presente estudo foi caracterizar o cariotipo de Parodon nasus e
Apareiodon ibitiensis, por meio de coloragdo convencional e diferentes técnicas de
bandamento cromossémico, tais como banda C, AgNOR e fluorocromos, para anélise da

heterocromatina e das regides organizadoras de nucléolos (NORS).

Material e Métodos:

Neste trabalho foram analisados 19 individuos (12 machos e 7 fémeas) de Parodon
nasus, coletados no Ribeirdo Trés Bocas e Ribeirdo dos Apertados, municipio de
Londrina/PR, e Ribeirdo Jacutinga municipio de Jataizinho/PR, ambos afluentes do rio
Tibagi/PR e no Corrego Agua dos Patos, municipio de |épe/SP, afluente do rio
Paranapanema/SP; e 7 individuos (2 machos e 5 fémeas) de Apareiodon ibitiensis, coletados
no Ribeirdo dos Apertados.

Os cromossomos mitéticos foram obtidos de acordo com a técnica descrita por
Bertollo et al. (1978). A estimulacéo de divisGes celulares foi realizada através da técnica de
injecdo de antigeno (solucdo de fermento bioldgico), descrito por Lee e Elder (1980). Os
cromossomos foram classificados como metacéntricos (m), submetacéntricos (sm) e
subtelocéntricos (st), segundo Levan et al. (1964), com modificacfes. A deteccdo das regides
organizadoras de nucléolos (NORs) foi feita conforme a técnica descrita por Howell & Black
(1980). No estudo da heterocromatina foi utilizada a técnica descrita por Sumner (1972), com
algumas modificacfes. Os sitios ricos em GC e AT, foram determinados pela coloragdo com
os fluorocromos CMA; e DAPI, respectivamente, conforme o método proposto por Schmid

(1980), com algumas alteragdes.
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Resultados:

Os resultados obtidos com a coloragdo convencional por Giemsa mostraram um
nimero dipldide (2n) igual a 54, distribuidos em cromossomos metacéntricos e
submetacéntricos, com nimero fundamental (NF) igual a 108 para todos os individuos de
Parodon nasus (Fig. 1a) e de Apareiodon ibitiensis (Fig. 1b), de ambos os sexos, ndo sendo
observado, portanto, nenhum tipo de sistema cromossomico sexual. Uma constricdo
secundaria foi observada no brago longo em um par de cromossomos do tipo submetacéntrico,
em algumas das metafases analisadas de P. nasus nas 4 populagfes (Fig. 1a, em destaque).

A impregnacdo pelo nitrato de prata (AgNOs3) evidenciou as regides organizadoras de
nucléolo (NORSs), no braco longo de um cromossomo submetacéntico, para as duas espécies,
sendo 0 4° par em Parodon nasus, apresentando um heteromorfismo de tamanho entre
cromossomos homologos em ambas as espécies (Fig 1a, b - box). Em Parodon nasus, da
populacdo do ribeirdo Trés Bocas, a regido organizadora de nucléolo foi observada
descontinua ap6s a impregnacao pelo nitrato de prata (Fig. 1a - box).

O tratamento com o fluorocromo cromomicina Az (CMAg3), mostrou marcagdes
positivas em um par de cromossomos submetacéntricos, na regido terminal do brago longo,
em ambas as espécies, apresentando um heteromorfismo de tamanho (Fig 1a, b - box); com o
fluorocromo DAPI, esta mesma regido se mostrou negativa (Fig. 1a, b - box).

Em Parodon nasus e Apareiodon ibitiensis, a heterocromatina mostrou-se distribuida

em blocos terminais de alguns cromossomos e em regides centroméricas (Fig 2a e b).
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Discussao

As trés populacBes aqui analisadas de Parodon nasus apresentaram numero
dipléide igual a 54 m-sm e NF=108, como encontrado em outras populagfes desta espécie
e de outras espécies do género porém, com algumas variacGes na férmula cariotipica:
Parodon nasus do rio Passa Cinco, corrego Paiol Grande e do rio Cuiaba apresentaram
48m/sm e 6st (Jesus e Moreira-Filho 2000b; Centofante et al. 2002; Bellafronte et al.
2005); Parodon pongoensis, do rio Araguaia apresentou a formula cromossémica 50m/sm
e 4st (Jesus e Moreira-Filho 2000); Parodon hilarii do cérrego da Porta apresentou fémeas
com 53m/sm e 1st e machos com 54 m/sm (Moreira-Filho et al. 1993) e Parodon sp. do
corrego Paiol Grande apresentou 54 m/sm (Centofante et al. 2002). Estas duas ultimas
espécies mostraram mecanismo cromossémico sexual do tipo ZZ/ZW. A diversidade
cariotipica no género Parodon, como citado acima, pode ter ocorrido a partir de rearranjos
nas estruturas cromossdmicas como inversdes paracéntricas ou pericéntricas, mas sem
influenciar no nimero de cromossomos.

A outra espécie analisada no presente trabalho, Apareiodon ibitiensis, também
apresentou um 2n=54 e NF=108, como Parodon nasus, demonstrando uma similaridade
cariotipica entre as duas espécies. Uma outra populacdo analisada de A. ibitiensis também
mostrou 0 mesmo 2n e NF, mas uma estrutura cariotipica distinta com 50m-sm e 4st
(Moreira-Filho et al. 1985, Jesus e Moreira-Filho 2000a).

No género Apareiodon o nUmero dipldide se conserva também em 54,
caracteristico da familia Parodontidae, exceto fémeas de A. affinis de algumas populagdes,
com 55 cromossomos, revelando um sistema de cromossomos sexuais multiplos (Jesus et
al. 1999; Leite e Maistro 2004).

Apesar da macroestrutura cariotipica das espécies e populacdes analisadas no

presente trabalho ter se mantido conservada, a evolugdo cariotipica da familia
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Parodontidae apresenta divergéncias estruturais, como ja relatado por Jesus e Moreira
Filho (2000a), pois além da diversidade na estrutura cariotipica entre as espécies de
Parodon, a ocorréncia de cromossomos sexuais em A. affinis (Jesus et al. 1999), em
Apareiodon vladii (Rosa et al. 2006), Apareiodon sp (Vicari et al. 2006), P. hilarii
(Moreira Filho et al. 1993), Parodon sp (Centofante et al. 2002), algumas populagdes de
A. affinis da Argentina e Rio Cuiaba (Jorge e Moreira Filho 2000; Jesus et al. 1999)
apresentam um polimorfismo devido a inversfes pericéntricas originando cromossomos
acrocéntricos.

A impregnacdo pelo nitrato de prata (AgNO3) evidenciou as NORs em um par
cromossémico submetacéntrico e apresentando um heteromorfismo de tamanho entre
cromossomos homoélogos em Parodon nasus e Apareiodon ibitiensis, confirmando
também um conservadorismo em relacdo a esta regido, em ambas as espécies. Em
Parodon nasus, da populacdo do ribeirdo Trés Bocas, a NOR foi observada descontinua
apos a impregnacdao pelo nitrato de prata e, nesta mesma populacdo, a presenca do
heteromorfismo foi variavel entre os individuos, sendo observada em alguns individuos e
ndo em outros, caracterizando portanto, um polimorfismo das NORs.

A ocorréncia de NOR simples também é comum neste grupo de peixes entretanto,
variagcdes foram observadas em relagdo ao par cromossomico como em Parodon nasus
analisado por Vicente et al. (2001), Jesus e Moreira-Filho (2000b), Bellafronte et al.
(2005) onde a NOR esta localizada no par 25; no par 26 em A. ibitiensis, Apareiodon sp
A, Apareiodon sp B e no par 27 em A. piracicabae, A. vittatus e Apareiodon sp C
estudadas por Jesus e Moreira-Filho (2000a); no par 2 em Parodon pongoensis (Jesus e
Moreira-Filho, 2000b); no par 15 em Parodon hilarii e Parodon sp. (Moreira-Filho et al.
1993; Jesus e Moreira-Filho 2000; Centofante et al. 2002), entre outros. Esta

diversificagdo também aponta para a ocorréncia de rearranjos cromossomicos.
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O heteromorfismo relacionado ao tamanho das NORs observado em P. nasus e A.
ibitiensis pode ter ocorrido devido a um crossing-over desigual ou duplicagdo génica,
como ja sugerido por Foresti et al. (1981) e Almeida-Toledo et al. (2000) no grupo dos
peixes.

O tratamento com o fluorocromo cromomicina Az (CMA3) mostrou-se coincidente
com a NOR em ambas as espécies estudadas, revelando que esta regido é rica em pares de
bases G-C e, com o fluorocromo DAPI, esta mesma regido se mostrou negativa,
confirmando a pouca ocorréncia de pares de bases A-T. Um heteromorfismo de tamanho
dos sinais CMAj; positivos entre os homoélogos também foi observado, assim como
verificado com o nitrato de prata. Esta correspondéncia encontrada entre o0 CMA3; e a
NOR ¢ frequentemente observada em vertebrados (Schmid, 1980), demonstrando que essa
regido esta associada a um DNA rico em bases GC, sendo entdo evidenciadas pelo
fluorocromo cromomicina Az, Em estudos realizados com outras espécies do género
Parodon e Apareiodon foram encontradas marcagdes CMA3"* coincidentes com a NOR em
Parodon sp. e Parodon nasus (Jesus et al. 1999) e em Apareiodon affinis (Jesus e
Moreira-Filho 2000a).

Nas 4 populagbes de Parodon nasus e em Apareiodon ibitiensis do Ribeirdo dos
Apertados, a heterocromatina mostrou-se distribuida como blocos terminais de alguns
cromossomos e em regides centroméricas, sendo que alguns blocos heterocromtaticos
estavam associados a NOR, mostrando mais uma vez similaridade também no padrdo de
distribuicdo da heterocromatina em ambas as espécies. Nas demais populacdes ja
analisadas destas duas espécies o padrdo de distribuicdo da heterocromatina foi similar ao
observado no presente estudo (Jesus e Moreira-Filho, 2000a).

Os dados aqui apresentados mostram um interessante conservadorismo

cromossémico entre 3 populacdes de Parodon nasus e uma de Apareiodon ibitiensis.
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Apesar desta similaridade cariotipica e da conservacdo do numero diploide na familia
Parodontidae, a comparacdo dos resultados obtidos com outras populagbes das mesmas
espécies analisadas neste estudo e de outras espécies da familia, mostra que este grupo de
peixes apresenta uma evolucdo cariotipica mais divergente do que conservativa, envolvida

com rearranjos cromossOmico estruturais relacionados ou ndo ao sexo.
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Figura 1 — Cariétipos com coloracdo convencional de Giemsa de: (a) Parodon nasus, (b)
Apareiodon ibitiensis. Em destaque em (a) a constricdo secundaria. Nos boxes o par
cromossémico com AgNOR, Banda C (apenas em a),CMA; e DAPI.
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Figura 2- Metéafases
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somaticas com Banda C de: (a) Parodon nasus; (b) Apareiodon
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CAPITULO 2

DETERMINACAO CROMOSSOMICA SEXUAL DO TIPO ZZ/ZW,W, EM
DIFERENTES POPULACOES DE APAREIODON AFFINIS

(CHARACIFORMES, PARODONTIDAE)
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Este artigo serd submetido para e revista Ichthyological Research.
Determinacdo cromossdmica sexual do tipo ZZ/ZW;1W, em diferentes populagdes de
Apareiodon affinis (Characiformes, Parodontidae).

Vitor Antonio Delai, Helen Alves Penha e Ana Lucia Dias
Departamento de Biologia Geral, CCB, Universidade Estadual de Londrina, Rodovia Celso
Garcia Cid, PR 445, Km 380, CP 6001, CEP 86051-970, Londrina, PR, Brazil.

Resumo

Foram analisados 27 individuos de Apareiodon affinis, coletados nos Ribeirdes Trés Bocas e
Jacutinga, afluentes do Rio Tibagi/PR e no Ribeirdo Agua dos Patos, afluente do Rio
Paranapanema/SP. As trés populacdes apresentaram 54 cromossomos meta-submetacéntricos
para os machos, com NF igual 108 e, para as fémeas, o0 2n encontrado foi igual a 55 m-sm e
NF igual 110, indicando a ocorréncia de sistema de cromossomos sexuais multiplos do tipo
ZZIZ\W:W,. Entretanto, os individuos fémeas coletados nos Ribeirdes Agua dos Patos e
Jacutinga, apresentaram somente um cromossomo metacéntrico numero 1, que corresponderia
ao cromossomo Z e os individuos fémeas de A. affinis do Ribeirdo Trés Bocas apresentaram
somente um submetacéntrico de tamanho mediano, provavelmente correspondente ao
cromossomo do par 7, que corresponderia ao cromossomo Z nesta populagéo. Este fato revela
uma diferenca interpopulacional, em relacdo aos cromossomos envolvidos na determinacao
do sexo nesta espécie. A NOR manteve-se conservada em todas as populagdes, sendo
evidenciada no par 27 na regido terminal do braco longo, coincidente com marcagdes CMA;
positivas e com um bloco heterocromatico. A heterocromatina foi evidenciada nos demais
cromossomos nas regides centromérica e terminal de alguns cromossomos. Os resultados
mostram mais uma ocorréncia do sistema sexual ZZ/ZW;W, em A. affinis, apresentando um
padrdo diferente nos individuos do Ribeirdo Trés Bocas, 0 que pode estar diferenciando esta
populacéo.

Palavras-chave: Apareiodon, cromossomos sexuais, heterocromatina, NOR, populacdes.
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Introducéo

A familia Parodontidae representa um grupo relativamente pequeno sendo composta
por trés géneros: Parodon, Apareiodon e Saccodon, conhecidos popularmente como
“canivetes”, distribuidos desde o Canal do Panamé até a bacia do rio do Prata na Argentina,
estando ausentes na costa da bacia da Patagonia e no canal Amazoénico (Pavanelli 2003). As
principais diferencas morfoldgicas entre os 3 géneros estdo relacionadas a presenca ou
auséncia de dentes mandibulares associada ao padrdo de coloragdo corporal (Pavanelli e
Britski 2003).

Estudos citogenéticos ja foram realizados em oito espécies de Apareiodon e quatro de
Parodon (Moreira-Filho et al. 1980, 1984, 1985, 1993; Jesus et al. 1999; Jorge e Moreira-
Filho 2000; Centofante et al. 2002; Leite e Maistro 2004; Rosa et al. 2006; Vicari et al. 2006).
Para 0 género Saccodon nenhum estudo citogenético foi realizado, até 0 momento. A maioria
das espécies desta familia apresentam nimero diploide igual 54 meta-submetacéntricos, sendo
excecdo algumas populagdes de Apareiodon affinis onde as fémeas possuem 2n=55 e o0s
machos 2n=54, revelando assim uma heterogametia feminina, isto é, um sistema de
cromossomos sexuais maltiplos, do tipo ZZ/ZW,W, (Moreira—Filho et al. 1980, 1985; Jesus
et al. 1999; Jorge e Moreira-Filho 2000; Leite e Maistro 2004). Sistemas sexuais do tipo
ZZ|ZW também ja foram relatados em em Apareiodon vladii (Rosa et al. 2006), Apareiodon
sp (Vicari et al. 2006), Parodon hilarii (Moreira-Filho et al. 1993; Jesus e Moreira-Filho
2000) e em Parodon sp. (Centofante et al. 2002).

Jesus et al. (1999) analisando uma populacdo de Apareiodon affinis do rio Cuiaba e
Jorge e Moreira-Filho (2000) em estudos de diferentes populacdes desta espécie no Baixo
Parang, na Argentina, revelaram um namero dipl6ide de 54 cromossomos em ambos 0s sexos,

ndo sendo evidenciados cromossomos sexuais multiplos. Foram relatadas as duas situacGes
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acima citadas, isto €, auséncia e presenca de cromossomos sexuais, em uma unica populacéo
de Apareiodon affinis de Posadas, Provincia de Misiones—Argentina (Calgaro et al. 2004).

No presente trabalho foram analisadas trés populacdes de Apareiodon affinis, tendo
como objetivos a analise da estrutura cariétipica, observacdo do padrdo de distribuicdo da
heterocromatina, deteccdo das regiGes organizadoras de nucléolos e localizacdo de regides

cromossdmicas ricas em GC e AT.

Material e Métodos

No presente trabalho foram analisados 27 individuos (19 fémeas e 8 machos) de
Apareiodon affinis do ribeirdo Trés Bocas e ribeirdo Jacutinga, ambos afluentes do rio
Tibagi/PR, e do ribeirdo Agua dos Patos, afluente do rio Paranapanema/SP.

Os cromossomos mitéticos foram obtidos de acordo com a técnica descrita por
Bertollo et al. (1978). A estimulacéo de divisbes celulares foi realizada através da técnica de
injecdo de antigeno (solucdo de fermento bioldgico), descrito por Lee e Elder (1980). Os
cromossomos foram classificados como metacéntricos (m), submetacéntricos (sm) e
subtelocéntricos (st), segundo Levan et al. (1964), com modificagdes. A deteccdo das regides
organizadoras de nucléolos (NORs) foi feita conforme a técnica descrita por Howell & Black
(1980). No estudo da heterocromatina foi utilizada a técnica descrita por Sumner (1972), com
algumas modificacfes. Os sitios ricos em GC e AT, foram determinados pela coloragdo com
os fluorocromos CMA; e DAPI, respectivamente, conforme o método proposto por Schmid

(1980), com algumas alteragdes.
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Resultados

Os resultados obtidos com a coloragdo convencional de Giemsa revelaram um ndmero
diploide (2n) igual a 54 meta e submetacéntricos para todos os individuos machos de
Apareiodon affinis e um namero fundamental (NF) igual a 108, e 55 cromossomos meta e
submetacéntricos para todas fémeas de Apareiodon affinis, com o nimero fundamental (NF)
igual a 110 (Figs. 1 e 2).

Os individuos fémeas coletados no ribeirdo Agua dos Patos e Ribeirdo Jacutinga,
apresentaram apenas um cromossomo metacéntrico de tamanho grande, o nimero um, e dois
cromossomos metacéntricos de tamanho pequeno sem homologia, exclusivos das fémeas (Fig.
1a). Os machos destas duas populagdes apresentaram o primeiro par metacéntrico com seus
homdlogos (Fig 1b).

Os individuos fémeas de A. affinis coletados no Ribeirdo Trés Bocas apresentaram
apenas um cromossomo ndmero 7, sendo um submetacéntrico de tamanho mediano e dois
cromossomos metacéntricos de tamanho pequeno sem homologia, exclusivos das fémeas (Fig.
2a). Os machos desta populacéo apresentaram o sétimo par com seus homologos (Fig. 2b).

A heterocromatina mostrou-se distribuida na regido centromérica da maioria dos
cromossomos e na regido terminal do braco curto de alguns cromossomos (Fig. 3a). Os
cromossomos W; e W, apresentaram uma diferenca na distribuicdo da heterocromatina, sendo
um deles, o W,, mais heterocromatico (Fig 3b). O par subtelocéntrico 27 apresentou no brago
longo, na regido de uma constricdo secundaria, um evidente bloco heterocromatico, com um
leve heteromorfismo nas populag@es dos Ribeirdes Jacutinga e Agua dos Patos (Fig 4).

A impregnacdo por nitrato de prata revelou a regido organizadora de nucléolo
(AgNOR) na regido terminal do brago longo do par 27, subtelocéntrico, nas trés populacfes
analisadas (Fig 4), sendo coincidente com a constricdo secundaria, apresentando um

heteromorfismo de tamanho em todas as populacdes.
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O tratamento com fluorocromo CMA; revelou marcacdes positivas no braco longo do
par 27 (Fig 4), apresentando um leve heteromorfismo de tamanho e com o fluorocromo DAPI

nenhuma marcagéo foi observada nesta regido (Fig 4).

Discussao

As trés populacdes aqui analisadas de Apareiodon affinis apresentaram 54
cromossomos m-sm para os machos, com NF igual 108 e, para as fémeas, o numero
dipldide encontrado foi igual a 55 e NF igual 110, indicando uma heterogametia
feminina com um sistema de cromossomos sexuais mdaltiplos do tipo ZZ/ZW;W,.
Entretanto, diferencas cariotipicas foram observadas entre as populac¢des, em relacdo ao
cromossomo Z. Os individuos fémeas coletados no Ribeirdo Agua dos Patos e Ribeirdo
Jacutinga, apresentaram somente um cromossomo metacéntrico ndmero 1, que
corresponderia a0 cromossomo Z e 2 cromossomos meta-submetacéntricos de tamanho
pequeno, sem homologia, ausentes nos machos, que corresponderiam aos W; e W,. Este
tipo de sistema de cromossomos sexuais também foi relatado em outras populagbes de
Apareiodon affinis como relatado por Moreira-Filho et al. (1980), Jesus et al. (1999) e
Leite e Maistro (2004).

Na tabela 1 estdo relacionadas, além de outras espécies do género Apareiodon,
todas as populagdes analisadas de Apareiodon affinis, até o0 momento, inclusive as do
presente estudo, mostrando que nesta espécie ja foram encontradas populacbes com a
ocorréncia e auséncia de cromossomos sexuais multiplos, bem como uma populagdo
apresentando as duas situagdes, observadas por Calgaro et al. (2004). Estes dados

demonstram uma grande variabilidade -cariotipica em Apareiodon affinis, onde
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diferentes populacdes podem ser caracterizadas pela auséncia ou presenca deste sistema
cromossémico sexual.

A andlise cariotipica dos individuos fémeas de A. affinis coletados no Ribeirdo
Trés Bocas revelou que o cromossomo Z ndo é o primeiro metacéntrico e sim um
submetacéntrico de tamanho mediano, provavelmente correspondente ao cromossomo do
par 7, diferente do observado até 0 momento na literatura e nas duas outras populacdes
do presente estudo. Os cromossomos W; e W, nesta populacdo também sdo do tipo
metacéntrico de tamanho pequeno.

Moreira-Filho et al. (1980) e Jesus et al. (1999), estudando diferentes populagdes
de A. affinis, propuseram que este sistema de determinagcdo cromossdmica sexual surgiu
por um processo de fissdo céntrica no par 1 seguido de uma inversdo pericéntrica
levando a formagdo dos cromossomos W; e W, Nos individuos de A. affinis nas 3
populacBes aqui estudadas pode também ter ocorrido 0S mesmos rearranjos entretanto,
nas populacbes dos Ribeirdes Agua dos Patos e Jacutinga, 0 primeiro cromossomo
metacéntrico, pode também ter sofrido uma delecéo, devido ao seu tamanho grande, para
originar os cromossomos W e W, de tamanho pequeno.

Interessante notar, que a populagdo de A. affinis do Ribeirdo Trés Bocas revelou o
cromossomo 7, provavelmente, como o cromossomo Z neste sistema de cromossomos
sexuais, um padrdo bem distinto do que foi observado até o momento, o que pode estar
caracterizando esta populagdo, distinguindo-a das demais, revelando uma diferenca
interpopulacional em relagdo aos cromossomos envolvidos na determinagdo do sexo
nesta espécie. A localidade do Ribeirdo Trés Bocas/PR, parece favorecer o aparecimento
e manutencao de alteracdes cromossdmicas sejam elas estruturais, como observado nesta
localidade por Takahashi (1995) analisando Astyanax altiparanae, Koguissi (1995) e

Lacerda (2008) em Astyanax fasciatus, Giuliano-Caetano (1998) em Rineloricaria
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latirostris, Paintner-Marques et al. (2003) e Eberhardt (2008) estudando o género
Bryconamericus; ou numéricas, como a ocorréncia de cromossomos supranumerarios em
Steindachnerina insculpta por Gravena et al. (2007).

Ocorréncia de cromossomos sexuais também foi observada em outras espécies de
Apareiodon, como A. vladii analisada por Rosa et al. (2006) e Apareiodon sp por Vicari
et al. (2006), e no género Parodon, como P. hilarii e Parodon sp, analisadas por
Moreira-Filho et al. (1993) e Centofante et al. (2002), respectivamente, todas
apresentando um sistema de cromossomos sexuais simples do tipo ZZ/ZW.

De um modo geral, as regides organizadoras de nucléolo (NORs), se apresentam
em apenas um par no género Apareiodon, sendo observada, principalmente, no brago
longo do primeiro cromossomo subtelocéntrico (tabela 1), podendo ser considerada uma
caracteristica conservada neste grupo de peixes, exceto para A. affinis do rio Cuiaba que
apresenta a NOR em um par cromossdémico acrocéntrico (Jesus et al. 1999) e para
Apareiodon piracicabae que mostra um polimorfismo intra e interindividual relacionado
ao numero, posicao e tamanho das NORs, sendo observados desde uma NOR simples em
somente um dos homdlogos até uma dupla NOR em ambos cromossomos (Jesus e
Moreira-Filho, 2000. Nas 3 populacdes aqui analisadas de A. affinis, a NOR também foi
observada na regido terminal do braco longo de um par subtelocéntrico, o par 27, sendo
esta regido coincidente com a constricdo secundaria e com a heterocromatina. Em
Apareiodon affinis, Apareiodon ibitiensis, Apareiodon vladii e Apareiodon sp. B a
heterocromatina esta localizada coincidente a regido organizadora de nucléolo,
(Moreira-Filho et al., 1984; Jesus et al., 1999; Jesus e Moreira—Filho, 2000; Leite e
Maistro, 2004).

Um heteromorfismo de tamanho da NOR foi observado entre 0s cromossomos

homologos nas populaces aqui analisadas de A. affinis, possivelmente devido a um
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crossing-over desigual ou duplicacdo génica, como ja sugerido por Foresti et al. (1981) e
Almeida-Toledo et al. (2000) no grupo dos peixes.

O tratamento com o fluorocromo CMA3; revelou marcagbes fluorescentes
coincidentes com a NOR, confirmando que esta regido € rica em pares de bases GC e
pobre em pares de bases AT, pois o tratamento com o fluorocromo DAPI revelou-se
negativo para esta mesma regido. Essa correspondéncia entre CMA; e AGNOR também
foi observada em diferentes populagdes de Apareiodon affinis por Jesus e Moreira-Filho
(2000), Jorge e Moreira-Filho (2000), Leite e Maistro (2004

O padréo de distribuicdo da heterocromatina em A. affinis das trés localidades
mostrou blocos heterocromaticos na regido centromérica da maioria dos cromossomos e
blocos evidentes na regido terminal do braco longo do primeiro par de cromossomos
subtelocéntricos, coincidindo com a NOR. Estudos realizados por Jesus e Moreira-Filho
(2000), também evidenciaram blocos heterocromaticos nas regides centroméricas e
regibes terminais de alguns cromossomos em Apareiodon sp B e Apareiodon
piracicabae onde o primeiro par subtelocéntrico se mostrou heterocromético na regido
terminal do bragco longo, assim como observado por Jesus e Moreira-Filho (1999) e
Leite e Maistro (2004) em Apareiodon affinis e Rosa et al. (2006) em Apareiodon vladii,
revelando um padrdo de distribuicdo da heterocromatina conservado neste grupo de
peixes.

Em relagdo aos cromossomos sexuais W; e W, foi observada uma diferenga no
padrdo de distribuicdo da heterocromatina, onde o cromossomo W, mostrou-se mais
heterocromatico. Resultado similar foi encontrado por Jesus e Moreira-Filho (1999) em
uma populacdo de A. affinis da bacia do Alto Parana.

Os resultados apresentados neste estudo demonstram um conservadorismo entre as

populacGes em relacdo as NORs e ao padrdo de distribuicdo da heterocromatina e
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apresentam mais uma ocorréncia do sistema cromossdmico sexual mdaltiplo do tipo
ZZIZW1W; nas trés populagdes analisadas de Apareiodon affinis. Entretanto, foi
observado um padréo diferente nos individuos do Ribeirdo Trés Bocas, em relagdo ao
tipo do cromossomo sexual Z, o que pode estar diferenciando esta populacdo das
demais, revelando este cromossomo como um marcador citogenético para esta

populacéo.
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Tabela 1 — Dados citogenéticos no género Apareiodon. 2n=ndmero dipldide; NF=numero
fundamental.

Espécies Localidade Sexo 2n Férmula cariotipica NF Sistema sexual NOR Referéncias
Apareiodon ibitiensis Rio Passa-Cinco,SP F-M 54 50 M/SM, 4 ST 108 - Par n°26 (ST) !
Apareiodon vladii Rio Piquiri, PR F 54 50 M/SM, 4 ST 108 A Par n°26 (ST) 2

" Rio Piquiri, PR M 54 50 M/SM, 4 ST 108 zz Par n°26 (ST) 2
Apareiodon piracicabe Rios Passa Cinco/ Mogi-Guacu, SP F-M 54 52 M/SM, 2 ST 108 - Par n°27 (ST) !
" Rio Passa-Cinco SP F-M 55 52 M/SM, 2ST,1B 110 - - :
Apareiodon sp. A Coérrego Frio, MG F-M 54 50 M/SM, 4 ST 108 - Par n°26 (ST) N
Apareiodon sp. B Coérrego Barreiro Grande, MG F-M 54 50 M/SM,4 ST 108 - Par n°26 (ST) N
Apareiodon sp. C Rio Araguaia, MT F-M 54 52 M/ISM, 2 ST 108 - - N
Apareiodon vittatus Rio Timbd, MT F-M 54 52 M/SM, 2 ST 108 - Par n°27 (ST) N
Apareiodon sp Rio Verde, PR F 54 47TMISM, 6ST 108 W Par n°25 (ST) ®
" Rio Verde, PR M 54 48M/SM, 6ST 108 zz Par n°25 (ST) Z
Apareiodon affinis Passa-Cinco, Mogi-Guagu, Piracicaba F 55 51 M/SM, 4ST 110 ZW1W2 Par n°26 (ST) ;
" Passa-Cinco, Mogi-Guagu, SP M 54 50 M/SM, 4ST 108 zz Par n°26 (ST)
" Ituzaingo, Ita Ibaté, Corrientes e Reconquista F-M 54 a=50 M/SM, 4 ST 108 - - 8
" " F-M 54 b=50 M/SM, 2 ST, 2 A 106 - - 8
" " F-M 54 c=50 M/SM,3ST, 1A 107 - - 8
" " F-M 54 d=50 M/SM, 2ST,2A 106 - - s
F-M 54 e=50 M/SM, 1ST,3 A 105 - - 8
F-M 54 f=50 M/SM, 2 ST, 2 A 106 - - 8
" " F-M 54 g=50 M/SM, 1ST,3 A 105 - - ?
" " F-M 54 h=50 M/SM, 4 A 104 - - 8
" " F-M 54 i= 49 M/SM, 5 A 103 - - 8
" " F-M 54 j=48 M/SM, 6 A 102 - - s
" Rio Cuiaba, MT F-M 54 42 M/SM, 12 ST/IA 98 - Par n°23 (ST) °
" Rio Sapucai, MG F 55 51M/SM, 4ST 110 ZW, W, Par n°26 iz
" " M 54 50M/SM,4ST 108 zz
11
" Ribeirdo Agua dos Patos F 55 53M/SM, 2ST 110 ZW W, Par n°27 (ST)
" " M 54 52M/ST, 2ST 108 7z Par n°27 (ST) "
Ribeirdo Jacutinga F 55 53M/SM, 2ST 110 ZW,W, Par n°27 (ST) u
" " M 54 52M/SM, 2ST 108 zz Par n°27 (ST) u
" Ribeirdo Trés Bocas F 55 53M/SM, 2ST 110 ZW,W, Par n°27 (ST) u
M 54 54M/SM, 2ST 108 yv4 Par n°27 (ST) "

(1) Moreira-Filho et al. (1984, 1985), Jesus e Moreira-Filho (2000a), (2) Rosa et al. (2006), (3) Falcdo et al. (1984), (4) Jesus e Moreira-Filho (2000a), (5)
Vicari et al (2006), (6) Moreira- Filho et al (1980, 1984), Jesus et al (1999), (7) Moreira-Filho et al. (1980, 1984), Jorge e Moreira-Filho (2000), (8) Jorge
e Moreira-Filho (2000), (9) Jesus et al (1999), (10) Leite e Maistro (2004), (11) Presente Estudo.
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Figura 3 - Cariotipos com Banda C de Apareiodon affinis do Ribeirdo Trés Bocas (fémea) e

do Ribeiréo Jacutinga (macho).
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Figura 4- Par cromossémico 27 de Apareiodon affinis evidenciado com nitrato de Prata,
Banda C, CMAgs, DAPI: (a) Populacdo do Ribeirdo Trés Bocas; (b) Populacdo do Ribeirdo

Jacutinga.
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CONSIDERACOES FINAIS

As analises citogenéticas realizadas em 3 espécies pertencentes a familia
Parodontidae, coletadas em afluentes dos rios Tibagi e Paranapanema permitem as seguintes
conclusdes:

1. Os individuos de Parodon nasus e Apareiodon ibitiensis apresentaram um conservadorismo
relacionado ao numero diploide (2n=54m-sm) e ndmero fundamental (NF=108), para ambos

0S Sexos.

2. A regido organizadora de nucléolos (NORs) para Parodon nasus e Apareiodon ibitiensis foi
observada na regido terminal do braco longo em um Unico par de cromossomos
submetacéntricos, sendo este o par 4 em P. nasus, apresentando um heteromorfismo de

tamanho entre os homologos.

3. O fluorocromo CMA3; mostrou marcagdes coincidentes com a NOR em Parodon nasus e
Apareiodon ibitiensis, evidenciando que esta regido é rica em pares de bases GC e pobre em

pares de bases AT.

4. A distribuicdo da heterocromatina mostrou-se similar em Parodon nasus e Apareiodon

ibitiensis, sendo observada nas regides centromérica e terminal de alguns cromossomos,

5. Os resultados similares observados entre a populacdo de Apareiodon ibitiensis e as

populacOes de Parodon nasus, revelaram um conservadorismo cromossémico entre elas.
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6. As trés populacGes de Apareiodon affinis analisadas apresentaram um 2n=54 para 0s
machos, com NF=108 e, para as fémeas, 0 2n encontrado foi igual a 55 e NF igual 110,
indicando uma heterogametia feminina, com um sistema de cromossomos sexuais multiplos

do tipo ZZ/ZW;W,.

7. Foi observada uma diferenca interpopulacional em relagdo aos cromossomos envolvidos na
determinagdo do sexo em Apareiodon affinis. As fémeas coletadas nos Ribeirdes Agua dos
Patos e Jacutinga, apresentaram somente um cromossomo metacéntrico ndmero 1, que
corresponderia ao cromossomo Z e os individuos fémeas de A. affinis do Ribeirdo Trés Bocas
apresentaram somente um submetacéntrico de tamanho mediano, provavelmente o
cromossomo do par 7, que corresponderia a0 cromossomo Z nesta populagdo. Em todas as
populagdes os cromossomos W, e W, nas fémeas foram visualizados como metacéntricos de

tamanho pequeno.

8. A regido organizadora de nucléolo foi observada na regido terminal do braco longo em um
par de cromossomos st, par 27, em todas as populacGes de A. affinis coincidindo com uma

contricdo secundaria, e apresentando um heteromorfismo de tamanho entre os homdlogos.

9. O fluorocromo CMA; evidenciou regides ricas em pares de base GC na regido terminal do

brago longo do par 27, coincidente com a NOR, sendo esta regido negativa para o DAPI.

10. A técnica de Banca C evidenciou blocos heterocrométicos na regido centromérica de
todos os cromossomos e blocos evidentes na regido terminal do brago longo do par 27,

coincidente com a contri¢do secundaria.
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11. Os resultados deste estudo apresentam mais uma ocorréncia do sistema cromossémico
sexual multiplo do tipo ZZ/ZW:W, em trés populacbes de Apareiodon affinis, sendo
observado um padrdo diferente nos individuos do Ribeirdo Trés Bocas, 0 que pode estar

diferenciando esta populacao.
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