UNIVERSIDADE ESTADUAL DE MATO GROSSO DO SUL
UNIDADE UNIVERSITARIA DE MUNDO NOVO
CIENCIAS BIOLOGICAS

DEBORA REGINA ALMEIDA SANT’ ANA

Estudos citogenéticos convencionais e moleculares em
Megaleporinus obtusidens (Characiformes, Anostomidae): uma
revisao bibliografica

Mundo Novo - MS
Novembro/2018



DEBORA REGINA ALMEIDA SANT’ ANA

Estudos citogeneticos convencionais e moleculares em
Megaleporinus obtusidens (Characiformes, Anostomidae): uma
revisao bibliografica

Trabalho de Conclusdo de Curso apresentado ao
curso de Ciéncias Biologicas da Universidade
Estadual de Mato Grosso do Sul, como parte dos
requisitos para obtencdo do grau de Licenciado em

Ciéncias Bioldgicas.

Orientador: Prof. Dr. Carlos Alexandre Fernandes

Mundo Novo — MS
Novembro/2018



DEBORA REGINA ALMEIDA SANT’ ANA

Estudos citogenéticos convencionais e moleculares em
Megaleporinus obtusidens (Characiformes, Anostomidae): uma
revisao bibliografica

Trabalho de Conclusdo de Curso apresentado ao curso de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul, como parte dos requisitos para obtencdo do
grau de Licenciado em Ciéncias Biologicas.

APROVADO EM 03 de dezembro de 2018

Prof. Dr. Carlos Alexandre Fernandes - Orientador - UEMS

XN
Prof. Dra. Valéria Flavia Batista da Silva - UEMS %&b@ (\ 0O
'L:i_"_}

i f_“

Prof. Dr. Diovani Piscor - UEMS A_apvaws Yteckno




AGRADECIMENTOS

Agradeco a colaboracdo de todos da Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul,
especialmente ao meu orientador Prof. Dr. Carlos Alexandre Fernandes pela paciéncia e
saber.

Agradeco muitissimo a meus pais, que me ajudaram sempre e me apoiaram, do jeito
deles. Também serei grata pelas pessoas que me ajudaram nestes anos, como meu marido

Lesley e as muitas amizades que me apoiaram ao longo deste tempo.



Dois e Dois sdo Quatro

Como dois e dois sdo quatro
Sei que a vida vale a pena
Embora o péo seja caro

E a liberdade pequena
Como teus olhos séo claros
E a tua pele, morena

como é azul o oceano

E a lagoa, serena

Como um tempo de alegria
Por tras do terror me acena
E a noite carrega o dia

No seu colo de agucena

- sei que dois e dois sdo quatro
sei que a vida vale a pena
mesmo gue 0 pao seja caro

e a liberdade pequena.

Ferreira Gullar (1930-2016)



RESUMO

O presente estudo visa revisar a bibliografia do peixe conhecido atualmente como
Megaleporinus obtusidens antes conhecido como Leporinus obtusidens, através da literatura
disponivel em sites que fornecam trabalhos realizados neste peixe e em sua familia, foram
colhidas as informacgdes e organizadas no texto abaixo. Esta espécie pertence a familia
Anostomidae, uma das mais diversas da ordem Characiformes que apresenta habitats
diversos, com ampla distribuicdo nas Américas. Estes peixes sdo muito conhecidos por seu
valor comercial, por ter carne qualificada para consumo. Com relacdo aos estudos
citogenéticos, M. obtusidens, assim como, as outras espécies da familia, apresentam um
ndmero diploide de 54 cromossomos, distribuidos em cromossomos metacéntricos e
submetacéntricos, com numero fundamental de 108. Assim, demonstra uma estabilidade e
conservagdo do nimero de cromossomos durante evolugdo deste grupo de peixes. Em M.
obtusidens, destaca-se a presenca de um par de cromossomos sexuais do tipo ZZ/ZW, bem
evidentes apds a técnica de banda-C e por FISH de sondas obtidas do cromossomo W. A
alteracdo de nome de Leporinus para Megaleporinus deve-se a uma descoberta de uma
ancestralidade e por fatores moleculares em seus cromossomos sexuais, dividindo-o em dois
grupos: Leporinus, que ndo apresentam cromossomos sexuais como dimorfismo sexual e
Megaleporinus, que apresentam cromossomos sexuais. Os estudos revelaram que houve
manutencdo do numero diploide e que 0os cromossomos sexuais indicam a ancestralidade e
monofilia entre M.obtusidens e outras espécies da familia, também ha a necessidade de mais
estudos sobre este peixe.

Palavras-chave: Citogenética, Cromossomos sexuais, Banda-C, DNAr 5S, DNAr 18S.
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1.  Introducgéo

A ordem Characiformes apresenta o maior numero de familias de peixes de agua
doce da América do Sul, compreendendo 1.674 espécies distribuidas em 270 géneros
(BARROS, 2017). Segundo o mesmo autor, englobam peixes com grande variacdo de
tamanho, com comprimento de 15 milimetros a 100 centimetros; apresentam também
variacdo na forma corporal, estrutura da mandibula, denticdo e anatomia interna, também séo

importantes como meio comercial, de subsisténcia, aquariofilia e na ecologia de ecossistemas.

Dentre os Characiformes, a familia Anostomidae possui cerca de 150 espécies de
peixes e 12 géneros, registradas na América do Sul e Central (BORBA, 2013) e algumas de
suas espécies apresentam carne propria para consumo, importantes para a pesca e aquicultura
(GUIDELLLI, 2006). Apresentam uma diversidade de formas, vivem em variados tipos de
ambientes aquaticos de agua doce e exibem ampla diversidade de itens em sua dieta, que
inclui de detritivoros e herbivoros a predadores piscivoros (GOMES, 2008). Podem ser
distinguidos pelo corpo alongado, nadadeira anal curta com 10 raios ramificados membranas
branquiais unidas ao istmo, narina anterior formando um tubo, uma série de dentes com trés
ou quatro dentes em cada pré-maxilar ou dentario e auséncia de dentes no palato (SANTOS,
2007)

O género Leporinus é um dos mais numerosos desta familia, com aproximadamente
90 espécies validas (POLTRONIERI et al, 2013), sendo considerado um dos géneros mais
diversos (MALAVER, 2015). Os habitats e bidtipos aquéaticos que estes peixes ocupam Sao
variados, incluem lagos, rios e cdrregos; ha também espécies exclusivas da bacia amazénica
com alta diversidade na familia (BARROS, 2017).

Em Leporinus, a espécie Leporinus obtusidens, conhecida popularmente como
“piapara”, também se destaca por sua importancia econdbmica (CHEDID, 2012). Como
classificacdo anatdmica esta espécie possui corpo alongado e fusiforme, coloragdo prateada,
trés manchas pretas nas laterais do corpo, nadadeiras amareladas, cabeca conica, focinho
arredondado, labios bem desenvolvidos e pequenos dentes frontais na boca; pode alcancar em
média 40 cm de comprimento e 1,5 kg de peso total, representa um importante recurso para
pesca profissional e esportiva devido a qualidade de sua carne e por ser uma espécie
predadora (HARTZ, 2003).



Segundo Ramirez et al (2017), a espécie antes conhecida por Leporinus obtusidens
teve sua nomenclatura alterada para Megaleporinus obtusidens, devido a apresentar uma
combinacdo Unica de trés dentes unicuspides, denticdo com duas ou mais cuspides e corpo
com uma ou quatro manchas medianas escuras; incluindo também a cabeca e corpo alongados
com maior profundidade na origem da nadadeira dorsal subterminal e apresentam como

dimorfismo sexual, a primeira costela mais alongada, curvada e ligeiramente mais espessa.

A citogenética tem contribuido acentuadamente para um melhor conhecimento da
diversidade de peixes, uma vez que estudos citogenéticos exercem papel preponderante no
entendimento dos processos de isolamento reprodutivo e especiacdo. Além disso, tais estudos
tém apresentado uma somatoria de informacgdes e descobertas relativas a processos evolutivos
em peixes, tais como rearranjos cromossémicos, polimorfismos estruturais e/ou numéricos,
poliploidia natural, sistemas de cromossomos sexuais, distribuicdo geografica de
espécies/populacdes. Assim, a observacdo de muitas dessas mudangas cromossdmicas propde
0 estabelecimento de um nimero maior de espécies do que a quantidade de tipos registrados

taxonomicamente.

Diante disso, o presente trabalho teve o intuito de realizar uma revisdo bibliogréfica
sobre os estudos citogenéticos convencionais e moleculares de M. obtusidens, a fim de
auxiliar nos estudos citotaxondmicos neste grupo de peixes. O motivo da escolha deste tipo de
trabalho deve-se a uma afinidade ja existente pelo peixe devido ha outros trabalhos realizados
anteriormente, e notou-se a necessidade de realizar um levantamento bibliografico sobre esta

espécie para futuros estudos.

2. Objetivos

2.1 Obijetivo geral

Este trabalho teve como objetivo realizar um levantamento a partir de registros
bibliograficos sobre estudos citogenéticos convencionais e moleculares de M. obtusidens, a
fim de facilitar os estudos citotaxonémicos e evolutivos deste grupo de peixes.

2.2 Objetivos especificos

o Levantar informacdes atraves de pesquisas online em sites de buscas de artigos

cientificos, como: Google académico (Google Scholar), Scientific Eletronic Library

Online (Scielo), Web of Science (anteriormente conhecido como Web of

Knowledge).



o Descrever 0s estudos citogenéticos ja realizados para a familia Anostomidae.
o Descrever os estudos citogenéticos convencionais e moleculares ja realizados

em M. obtusidens.

3. Metodologia

Para realizacdo deste trabalho foram realizadas pesquisas online em sites de buscas
de artigos cientificos, como o Google académico (Google Scholar), Scientific Eletronic
Library Online (Scielo) e Web of Science (anteriormente conhecido como Web of
Knowledge), para levantamento de informagdes citogenéticas convencionais e moleculares
sobre a familia Anostomidae e de M. obtusidens, obtendo assim o maximo de informacao
sobre a citogenética deste grupo de peixes. A selecdo dos artigos foi realizada utilizando a
seguinte combinacdo de palavras, tanto em portugués como em inglés: cromossomos

(chromosomes), caridtipo (karyotype), Leporinus, Leporinus obtusidens, Characiformes.

4. Desenvolvimento

4.1 Estudos citogenéticos na familia Anostomidae

Pesquisas citogenéticas na familia Anostomidae (Teleostei, Characiformes) tiveram
seu inicio nos anos 80, desde entdo, observa-se estabilidade cromossdémica na organizacdo
cariotipica, com numero dipldide constante de 2n = 54 cromossomos e presenca de
cromossomos metacéntricos e submetacéntricos, com o nimero fundamental (NF) igual a
108, em todas as espécies (KOELLER, 1997), como exemplificado na Figura 1 que é um
cariotipo consenso entre as espécies de M. obtusidens, M. elongatus, M. macrocephalus
(SILVA, 2012).
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Figura 1. Cari6tipo consenso de Megaleporinus obtusidens, Megaleporinus elongatus e
Megaleporinus macrocephalus (SILVA, 2012).

Dados de 39 espécies de 8 géneros diferentes corroboram com esta estabilidade de
namero diploide em Anostomidae, conforme Tabela 1 extraida do trabalho de Barros (2017).
Assim, confirmando uma conservacdo do numero de cromossomos durante a evolugdo deste

grupo de peixes.

O estudo com a regido organizadora de nucléolo (RON) revelou um unico par
cromossémico marcado, demonstrando sistema de RON simples, porém com importancia em
ser um marcador espécie-especifico devido a sua posicdo no par cromossémico em cada
cariotipo, por se encontrar em cada espécie em um par diferente (Tabela 1). Por exemplo, no
estudo realizado por Molina et al. (2007), exemplificado na Figura 2 (de mesmo autor), a
RON apresentou-se na regido telomérica no braco curto do primeiro par cromossémico em M.
obtusidens, ja& em M. elongatus e M. reinhardti esta regido apresentou-se nos bragos curto e
longo, respectivamente, do quinto par cromossdmico. Por outro lado, em Megaleporinus
trifasciatus e Leporinus friderici apresentaram-se com sistema de RONs mudltiplas, variando
de 1 a 5 cromossomos portadores desta regido (KOEHLER et al. 1997; GALETTI et al.
1995).
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Figura 2. Megaleporinus elongatus (A); Megaleporinus reinhardti (B) e Megaleporinus obtusidens
(C) (2n = 54 cromossomos). Os pares de com RON e cromossomos ZW sdo mostrados em detalhes.

(MOLINA et al. 2007)

A presenca do cromossomo sexual ZW é uma caracteristica que auxilia na
diferenciacdo dos géneros Megaleporinus e Leporinus, no caso do género Leporinus ndo
apresentam cromossomos sexuais heteromoérficos, e do género Megaleporinus 0s
cromossomos sexuais (MOLINA et al., 2007). A presenca de cromossomos sexuais na familia
é observada, com heteromorfismo cromossémico sexual, do tipo ZZ/ZW, nota-se em sete
espécies de Megaleporinus, identificando que ha um grande vinculo entre 0s cromossomos
sexuais e a heterocromatina constitutiva, que é decisivo na diferenciagdo do cromossomo W
(GALLETI E FORESTI, 1986). Autores consideram esta caracteristica na heteromorfia dos
cromossomos sexuais dos mesmos como uma sinapomorfia (MALAVER, 2015), ou seja,

manteve-se esta caracteristica ao longo da evolucao deste género.

Sugere-se que a similaridade que 0s cromossomos sexuais demonstram entre si
possui uma origem comum, propondo que o acimulo de heterocromatina poderia indicar o
inicio da diferenciacdo destes cromossomos sexuais; inferindo que este processo continua em
evolugdo em Leporinus; porem ha casos com em Leporinus sp2, este padrdo de distribuicdo
de heterocromatina constitutiva ocorre em cromossomos homélogos do tipo metacéntrico,

apresentando assim uma distingdo morfoldgica entre os cromossomos Z e W (SILVA, 2012).
11



Segundo Santos (2007), os estudos realizados por DNA mitocondrial com 17
espécies de Leporinus na bacia do Rio Prata e da bacia do S&o Francisco demonstram que o
grupo é monofilético, mas em relacéo a divisao pelos padrdes de coloracéo ndo é possivel se
comparada a outros trabalhos, também ndo ha padréo através da denticéo, reforcando que nédo
sdo caracteres filogeneticamente informativos. Por exemplo, neste mesmo trabalho, o
agrupamento filogenético, de acordo também com a coloracdo e denticdo, é o grupo formado
por L. lacustris, L. friderici e L. piau, pois presentam quatro dentes em cada maxila e um
padrdo de coloracdo com uma, duas ou trés manchas grandes, castanho-escuros, sobre a linha

lateral, com ou sem barras transversais escuras e irregulares sobre o dorso.

Malaver (2015) confirmou que a familia Anostomidae ¢ um grupo monofilético e
possui forte sustentacdo em suas andlises, corroborando com Ramirez et al (2017) em que

reforca a hipdtese da monofilia do clado com cromossomos sexuais e mais 22 sinapormofias.

Através de estudos de organizagdo gendmica de DNA repetitivo, LeSpe | e LeSpe II,
obtidos em oito espécies da familia Anostomidae (M. elongatus, M. macrocephalus, M.
obtusidens, L. striatus, L. lacustris, L. friderici, Schizodon borellii e S. isognathus),
identificou no primeiro elemento encontrado em apenas M. elongatus, M. macrocephalus e M.
obtusidens, que sdo espécies que possuem cromossomos sexuais diferenciados, aparentemente
responsaveis pela origem do cromossomo sexual mdltiplo de M. elongatus; ja o segundo
elemento encontrado nos demais, com seus cromossomos sexuais diferenciados ou néo
(PARIZE-MALTEMPI et al. 2007; SILVA et al. 2012).

O estudo com a sequéncia de DNA, utilizando a sonda U2 snRNA em
Megaleporinus demonstra aglomerados na regido pericentromérica em um par de
cromossomos. Como esta sequéncia foi vista em outros géneros da familia Anostomidae,

considera-se uma proximidade filogenética entre eles (PONZIO et al. 2017).

As relacdes de estudos comparativos entre os Anostomidae, Chilodontidae,
Prochilodontide e Curimatidae demonstram um grupo monofilético, em que Anostomidae e
Chilodontidae formam um clado, Curimatidae e Prochilodontidae formam outro clado. O
primeiro sendo unido por 15 sinapormofias e dentro de Anostomidae seus géneros sdo unidos
por 15 sinapormofias. (VARI, 1983).
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Tabela 1. Dados citogenéticos disponiveis na literatura para a familia Anostomidae. n= nimero haploide, 2n= nimero diploide, FC= formula
cariotipica, m= metacéntrico, sm= submetacéntrico, st= subtelocéntrico, RON= regido organizadora de nucléolo, H. sexual= heteromorfismo

sexual. (BARRQOS, 2017)

*A nomenclatura dos peixes foram alterados de acordo com o trabalho de Ramirez et al (2017).

ESPECIE N |2N | FC RON | H. SEXUAL LOCAL REFERENCIAS

Abramites hypselonotus 27 | 54 Amazonia Scheel 1973

Abramites hypselonotus 54 | 30m+22sm+2st Argentina Oliveira et al.1988; Fenocchio et
Abramites hypselonotus 54 | 54 m/sm 2 Tocantins/Araguaia/A ::I:r??ni et al. 2000

Anostomus anostomus 27 | 54 | 54 m/sm América do Sul Scheel 1973; Ojima et al. 1976
Anostomus anostomus 54 | 54 m/sm Amazonia Hinegardner e Rosen 1972
Anostomus anostomus 54 | 54 m/sm Amazonia Ojimaet al. 1976

Anostomus anostomus 54 | m/sm Agquarista/AM Cestari et al. 1990

Anostomus ternetzi 54 | 54 m/sm 2 Tocantins/Araguaia/A | Scheel 1973; Martins et al. 2000b
Laemolyta petiti 54 | 54 m/sm Rio Araguaia/MT Venere 1998

Laemolya taeniata 54 | 54 m/sm Rio Pitingas/AM Cabral et al. 1995

Leporellus vittatus 54 | 30m+ 24sm 2 Rio Mogi- Guagu/SP Galetti et al. 1981a

Leporinus acutidens 54 | 28m+26sm Argentina Fenocchio et al. 2003

13




Leporinus affinis 54 | 54 m/sm Amazonia Porto et al. 1992

Leporinus affinis 54 | 54 m/sm Tucurui/PA Venere 1998

Leporinus amblyrhinchus 54 | 54 m/sm Trés Marias/MG Venere e Galetti 1986b

Leporinus brunneus 54 | 54 m/sm Porto Velho/RO Venere e Galetti 1986a

Leporinus conirostris 54 | 52 m/sm 1st+ Séo Paulo Galetti et al. 1995a

Leporinus copelandii 54 %Ztm+ 28sm Rio Ribeita/SP Galetti et al. 1984; Bertollo et al.

Leporinus cylindriformes 54 | 54 m/sm Porto Velho/RO \l/geerglzre e Galetti 1986b

Leporinus cylindriformes 54 | 26m+ 28sm Alto Paraguai/MT Arefjev 1990

Leporinus cylindriformes 54 | 54 m/sm Rio Pitinga/AM Cabral et al. 1995

Leporinus desmotes 54 | 54 m/sm Tocantins Margarido e Galetti 2000

*Megaleporinus elongatus 54 | 26m+ 27sm+ Rio Mogi- Guagu/SP Galetti et al. 1981b

*Megaleporinus elongatus 54 égtm+ 1st ZZ|ZWN Séo Paulo Molina et al. 1998

*Megaleporinus elongatus 54 | 25m+28sm+ 1st ZZIZWN Rio Mogi- Guagu/SP Galetti et al. 1981b

*Megaleporinus elongatus 54 | 54 m/sm 71717272] Rio Mogi- Guagu/SP Parise-Maltempi et al. 2007
Z1W1Z2W?2

Leporinus fasciatus 54 | 54 m/sm Rio Pitingas/AM Valentim et al.1996

Leporinus fasciatus 54 | 54 m/sm Rio Pitingas/AM Cabral et al. 1995

14




Leporinus friderici 54 | 32m+ 22sm 2 Rio Mogi- Guagu/SP Galetti et al. 1981a
Leporinus friderici 54 | 54 m/sm Rio Madeira/RO Galetti et al. 1991a; 1995b
Leporinus friderici 54 | 54 m/sm 1-5 Koehler et al. 1997
Leporinus granti 54 | 54 m/sm Rio Pitingg/AM Cabral et al. 1995
Leporinus aff. holostictus | 27 54 m/sm Scheel 1973

Leporinus lacustris 54 | 30m+ 24sm ZZIZ\WN Rio Mogi- Guagu/SP Galetti et al. 1981b
*Megaleporinus 54 | 32m+ 21sm+ 2 Rio S&o Francisco Galetti e Foresti 1987
macrocephalus 1st

*Megaleporinus 54 | 54 m/sm ZZIZ\WN Rio Miranda/MS Galetti 1984
macrocephalus

*Megaleporinus 54 | 54 m/sm ZZIZ\WN Rio Miranda/MS Galetti e Foresti 1987
macrocephalus

Leporinus aff. lacustris 27 | 54 | 54 m/sm Amazonia Scheel 1973

Leporinus aff. maculatus | 27 | 54 | 54 m/sm Amazonia Scheel 1973

Leporinus aff. maculatus 54 | 54 m/sm Médio Araguaia/MS Venere e Galetti 1996
*Megaleporinus 27 25m+ 28sm+ 2 ZZI1ZW Rio Mogi- Guagu/SP Galetti et al. 1981a
obtusidens 1st

Leporinus octofasciatus 54 | 32m+ 22sm Re Lobo/SP Galetti et al. 1981a
Leporinus ortomaculatus 54 | 54 m/sm Porto Velho/RO Venere e Galetti 1986a
Leporinus ortomaculatus 54 | 54 m/sm Cuiab&/MT Venere e Galetti 1986a

15




Leporinus ortomaculatus 54 | 54 m/sm Pocone/MT Venere e Galetti 1986a
Leporinus piau 54 | 32m+ 22sm Trés Maria Séo Galetti et al. 1984
Francisco
*Megaleporinus reinhardti 54 | 32m+ 21sm+ ZZ|ZWN Rio S&o Francisco Galetti e Foresti 1987
1st
Leporinus striatus 27 Rio Mogi- Guagu/SP Hinegardner e Rosen 1972
Leporinus striatus 54 | 28m+ 26sm Rio Mogi- Guagu/SP Galetti et al. 1981a
Leporinus taeniatus 54 | 34m+ 20sm Rio S&o Francisco/MG | Galetti et al. 1984
*Megaleporinus 54 | 53m+ sm+1st 2-5 | ZZIZWN Rodénia/RO Galetti et al. 1995a
trifasciatus
*Megaleporinus 54 | 22m+31sm+ 1st ZZIZ\WN Rio Araguaia/AM Venere et al. 2004
trifasciatus
Leporinus sp. 54 | 32m+ 21sm+1st ZZ|ZWN Rio Miranda/MS Galetti e Foresti 1987
Pseudanos trimaculatus 54 | 54 m/sm 2 Tocantins/Araguaia/AM | Martins et al. 2000b
Rhytiodus microlepis 54 | 54 m/sm Manaus/AM Bertollo et al. 1980
Rhytiodus microlepis 54 Rio Negro/AM Cabral et al. 1995
Rhytiodus microlepis 54 | 54 m/sm Lago Cataldo/AM Cabral et al. 1995
Schizodon borelli 54 | 32m+22sm 2 Aguas S&o Pedro/SP Galetti et al. 1984
Schizodon fasciatus 54 | 54 m/sm Rio Madeira/RO Venere e Galetti 1986b
Schizodon fasciatus 54 | 38m+15sm Lago Cataldo/AM Valentim et al.1996
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Schizodon fasciatus 54 | 54 m/sm Rio Solimbes/AM Mestriner e Galetti 1987
Schizodon fasciatus 54 | 54 m/sm Rio Paraguai/MS Mestriner e Galetti 1987
Schizodon fasciatus 54 | 54 m/sm Amazonia Galetti et al. 1991b
Schizodon knerii 54 | 28m+ 26sm Trés Marias/MG Galetti et al. 1984
Schizodon nasutus 54 | 32m+ 22sm Rio Mogi-Guagu/SP Galetti et al. 1981a
Schizodon nasutus 54 | 32+22sm Argentina Pastori et al. 1997
Schizodon platae 54 | 54 m/sm Argentina Fenocchio et al. 2003
Schizodon vittatus 54 | 54 m/sm Mato Grosso/MT Martins et al. 1997

17




4.2 Estudos citogenéticos convencionais em Megaleporinus obtusidens

Os Megaleporinus apresentam o0 mesmo ndmero de cromossomos (2n=54)
(POLTRONIERI et al. 2013), que foram confirmados com a técnica de Giemsa, banda-C e
Ag-NOR (MARTINS e GALETTI, 1999), e geralmente com somente um par de
cromossomos com regides organizadoras de nucléolo, existindo um sistema de cromossomos
sexuais ZZ/ZW, sendo bem descrita em Megaleporinus obtusidens (VENERE, 2004). A RON
mostrou banda-C positiva em Megaleporinus obtusidens da populacdo do dos rios Mogi-
Guacu e Piracicaba, perto de Luis Antonio no estado de S&o Paulo (KOEHLER, 1997). Por
outro lado, em uma populacdo de M. obtusidens do rio Mogi-Guacu foram detectadas a RON
no brago curto em posicles terminais (GALETTI et al. 1984), e com a técnica de banda-C
pode notar que a heterocromatina estd praticamente ausente, e quando ha a sua coloracao é
palida (GALETTI, 1981).

Em M. obtusidens, coletados do rio Mogi-Guagu e Piracicaba no estado de S&o
Paulo, apresentaram as metéfases coradas com Giemsa altamente diferenciados nos
cromossomos sexuais das fémeas, assim como demonstrado na Figura 3 de Koehler (1996);
também notaram que as regifes que as RONs e regiGes heterocromaticas vizinhas sdo
positivas para banda-C; e estudo com fluorocromo demonstram uma caracteristica do
cromossomo sexual Z e W em sua composicdo molecular, indicando uma maior concentragdo
do contetdo de GC em M. obtusidens (KOEHLER, 1996).
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Figura 3. Cari6tipos corados por Giemsa de fémeas (a) e machos (b) Megaleporinus obtusidens. Os
Cromossomos sexuais ZZ / ZW séo enquadrados (KOEHLER, 1996).
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A diferenciacéo dos cromossomos sexuais pela heterocromatina, verificada no estudo
de Galetti e Foresti (1986) indica que este processo deve-se a heterocromatizacdo do
cromossomo Z, e este mesmo tipo de acumulo, neste caso, resultou na diferenciacdo do

cromossomo W.

As espécies de Megaleporinus possuem cromossomos ZW, com cromossomos W
diferindo seu contetdo mitético, com bandas de replicacdo com alto nivel significativo de
complexidade heterocromatica como demonstra a Figura 4 (PARIZE-MALTEMPI et al.
2013). No estudo de Barros et al. (2018), apresenta-se separados 0s grupos destas espécies
devido ao cromossomo sexual da seguinte maneira: em Megaleporinus incluem
Megaleporinus obtusidens, M. reinhardti, M. macrocephalus, M. trifasciatus, M, conirostris
com cromossomos sexuais do tipo ZZ/ ZW e M. elongatus com sistema Z1Z17272/
Z1W1Z2W?2. No entanto Leporinus multimaculatus, com sistema ZZ/ ZW, foi mantido no

género Leporinus.

Figura 4. FISH usando sondas do cromossomo W de M. elongatus (a) M. elongatus; (b) M.
macrocephalus; (¢) M. obtusidens; (d) M. macrocephalus; (e¢) M. obtusidens; (f) Padrdo de
hibridizacdo (PARIZE-MALTEMPI et al. 2013).
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4.3 Estudos citogenéticos moleculares em Megaleporinus obtusidens

Segundo Ferreira et al. (2007), estudos com DNAr 5S confirmam a monofilia, por
meio de estudos filogenéticos cromossomos sexuais do animal, uma relacdo entre o
Megaleporinus obtusidens e outras quatro espécies se dividindo no grupo Leporinus com uma
relagdo evolutiva em comum nestes cromossomos. Também demonstrado por Martins e
Galetti (1999), que esta espécie apresenta 0 5S proximo a regido centromérica do braco longo

no par submetacéntrico.

Estudo realizado por Barros et al (2018) demonstra que as espécies de
Megaleporinus indicam diferentes taxas de evolugdo devido aos estagios de diferenciacéo dos
cromossomos sexuais, comparados as outras espécies deste género. Assim como Parise-
Maltempi et al. (2007) ja havia demonstrado com o estudo em M. elongatus, refor¢ando a

evolucdo em taxas distintas citada anteriormente.

Com a hibridizacéo in situ (FISH), demonstra uma diversidade em interpretacdo da
origem de cromossomos sexuais e supranumeéricos e sobre a organizacdo gendmica de
segmentos cromossdmicos especificos (BARROS, 2017). No estudo de Marreta et al (2012),
a sonda LeSpel (sequéncia de DNA isolada via digestdo da enzima Spel), revelou sinais
positivos no braco longo do cromossomo W em fémeas de Megaleporinus obtusidens, assim
como representado na Figura 5 abaixo, neste caso confirma-se uma divisdo para o0 género
Leporinus para o género Leporinus sp2, porém s foi possivel confirmar através de analise

citologica que o mesmo apresenta cromossomos heteromarficos.
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Figura 5- Hibridizac&o in situ (FISH) utilizando sonda LeSpel: (a) fémea e (b) macho Megaleporinus
elongatus, (c) fémea e (d) macho Megaleporinus macrocephalus, (e) fémea e (f) macho
Megaleporinus obtusidens e (g) fémea Leporinus friderici (MARRETA et al, 2012).

Em estudos de pintura cromossémica com a sonda W, pintou-se todo 0 cromossomo
W de fémeas, nenhum sinal foi detectado em individuos do sexo masculino (POLTRONIERI
et al. 2013). Segundo Marreta (2012), a sequéncia (LeSpe I) demonstra que esta marcacéo esta
diferenciada em machos e fémeas, sugerindo que esta sequéncia estd relacionada com a
diferenciacdo destes cromossomos, ja que em espécies sem diferenciacdo sexual ndo foram
encontrados marcadores. As sondas W pintaram completamente cromossomos W de
individuos fémeas de M. obtusidens, ja nos machos foi observada proxima a porcao terminal
de um par de cromossomos metacéntricos correspondente a Z, assim demonstrado na Figura 6
(POLTRONIERI et al. 2013).
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Figura 6. Cromossomos metafasicos mitéticos de uma fémea de L. elongatus. A figura mostra o
sistema de cromossomo sexual ZW apds a bandagem C e hibridizado com diferentes microssatélites
mono-, di- e tri-nucleotideos. As letras marcam os cromossomos W. Barra = 5 um (POLTRONIEIRI
et al. 2013)

O cromossomo W mostrou padrdes de distribuicdo distintos para essas sequéncias,
em M. obtusidens surgiu uma sequéncia nos longos bracos heterocroméaticos dos
microssatélites, 0 mesmo confirmado no estudo de Silva (2012). No trabalho de Poltronieri et
al. (2013) pode-se observar que (C) 30 e (A) 30, (CA) 15 foi restrita a regido centromérica, 0s
microssatélites trinucleotidicos, 0 (GAA)1wo foi amplamente disperso nos bragos longos dos
cromossomos W, sequéncia (CAG)10 também mostrou uma distribuigéo sitios intersticiais em

M. obtusidens, o microssatélite (CAT)1o foi restrito as regides teloméricas / centromérica,
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indicando assim, que este acimulo de microssatélites nos cromossomos W nos bracos longos,

heterocromaticos, sugere uma origem comum com um ancestral autossémico.

Estudos realizados com retrotransposons (Rex1 e Rex3) demonstram sequéncias com
diferentes pares, porém com alta similaridade entre as sequéncias correspondentes ao
elemento Rex1, assim, ao utilizar fragmentos do elemento Rex1 como sonda para analise de
hibridizacdo in situ fluorescente (FISH), foi detectada em suas analises que M. obtusidens
tinha aglomerados isolados nas regides terminais como demonstra a figura 7-c da maioria dos
cromossomos (BORBA, 2013).

Figura 7- FISH utilizando os fragmentos de PCR do elemento Rexl M. elongatus (fig. 7a), M.
macrocephalus (fig. 7b) e M. obtusidens (fig. 7c), L. friderici (fig. 7d), L. lacustris (fig. 7e) e L.
striatus (fig. 7f) (BORBA,2013).

5. Concluséao

Os estudos em M. obtusidens demonstram manter os padrdes de nimero diploide e
cromossomos sexuais constantes ao longo dos anos, utilizando os cromossomos sexuais
verificaram esta sinapomorfia entre as espécies, e a reclassificacdo dos géneros por meio dos

cromossomos sexuais indicam que ha caracteristicas ainda ndo estudadas nestas espécies,
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indicio da necessidade de novos estudos. H& também caracteristicas que somente ocorre em
populacdes isoladas de outras bacias, apresentando fatos que ocorre uma evolugdo e ainda é
continua. Existe muita informacéo a ser estudada ainda nestes peixes, pois ha locais que nédo
foram realizadas nenhuma coleta. A mudanca de nome de algumas espécies de Leporinus para
Megaleporinus devido a caracteristicas fisicas Unicas corrobora a necessidade de estudos

desta espécie.
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