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RESUMO

Este trabalho apresenta os primeiros estudos citogenéticos de poliquetas do
Atlantico Sul, na Baia de Paranagu4 (Parand, Brasil). A familia Nereididae foi
escolhida por ser um dos grupos de poliquetas mais freqlientes e amplamente
distribuidos. Algumas espécies da familia ja tinham sido estudadas citogeneticamente
por investigadores do hemisfério norte, que evidenciaram, em alguns casos, marcadas
diferengas interpopulacionais. Tais descobertas sugerem a existéncia de divergéncias
genéticas suficientes para separagdo de espécies morfologicamente muito proximas.
Os cromossomos mitoticos foram obtidos a partir de tecido regenerativo depois da
regido caudal ser amputada. Os individuos foram tratados com 0.05% colchicina, a
regido caudal submetida a tratamento hipotonico e fixada em metanol: acido acético
glacial (3:1). Para a preparagdo das laminas, o material fixado foi desagregado em
60% acido acético. Posteriormente as células foram esmagadas em laminas limpas e
secas ao ar. As metafases foram coradas com 10% Giemsa e também submetidas a
bandeamento cromossOmico por impregnacao de prata para a deteccdo de NOR ativas.
Cinco géneros foram estudados: 1) Platynereis, representado por Platynereis dumerilii
(2n=28;NF=56), espécie presumidamente cosmopolita, mas que constitui
provavelmente um complexo de espécies. A comparagdo dos cariotipos e bandas NOR
das populagdes do Parana com os ja descritos para populacdes do Atlantico Norte
(2n=28; NF=56) revelou divergéncia cariotipica, mas as diferencas observadas em
ambas localidades nao apoiam a idéia de que pertengcam a um complexo de espécies
irmas; 2) Laeonereis, representado por Laeonereis culveri, espécie ocorrente tanto no
Atlantico Sul (2n=38) como no Norte, mostrou o maior nimero dipléide encontrado na
familia; 3) Perinereis, representado por P. vancaurica (2n=28, NF=56), P. anderssoni
(2n=28, NF=56) e P. ponteni (2n=28, NF=54), sendo as duas ultimas consideradas
sindbnimas por alguns autores e validas por outros. As carateristicas cariotipicas ¢ de
bandas NOR permitiram associar P. anderssoni (Parana, Brasil) com P. macropus
(Italia), revelando que a primeira apresenta caracteres mais derivados. As restantes
espécies do género sdo consideradas divergéncias independentes; 4) Nereis,
representada por N. oligohalina (2n=28, NF=50) ocorrente no Atlantico Sul, e 5)
Pseudonereis, representada por P. palpata (2n=28, NF=56), espécie que ocorre na
costa Sul e Sudeste do Brasil. As duas ultimas compartilham o nimero diploide
conservado da familia. E discutida a evolugdo cariotipica como papel importante
durante a origem das familias modernas de poliquetas, promovendo a diversidade
cromossOmica atual (2n=6 até 2n=64), seguida de um periodo de estabilidade
cromossOmica durante a dispersdo posterior a ruptura da Pangea, a partir do qual
passam a predominar divergéncias cariotipicas neutras, envolvendo, principalmente,
alteracdes na posicao do centromero e amplificagdo de regidoes NOR.



ABSTRACT

The present work describes for the first time cytogenetic characteristics of polychaetes
from South Atlantic populations (Paranagua Bay, Parani, Brazil). The Family
Nereididae was chosen because it represents one of the most frequent and widespread
groups. Some species had already been cytogenetically investigated by researchers
from North hemisphere, showing in some cases pronounced inter-population
differences, suggesting genetic divergences enough to separate species that are
morphologically closely related. Mitotic chromosomes were obtained from
regenerative tissue after amputation of the caudal region. Individuals were then treated
with 0.05% colchicine; caudal tissue was then subjected to hypotonic treatment and
fixed in methanol: glacial acetic acid (3:1). For slide preparation, a cell suspension was
obtained by teasing the fixed material in 60% acetic acid. Cells were squashed onto
clean slides and air-dried. Metaphase plates were conventionally stained with 10%
buffered Giemsa, and slides were also submitted to a silver impregnation protocol for
detection of active NORs. Five genera were analyzed: 1) Platynereis represented by
Platynereis dumerilii (2n=28;NF=56), considered cosmopolitan but suspected as a
species-complex. Karyotypic divergences were detected when comparing chromosome
morphology and NOR distribution from Parand and North American population
(2n=28;NF=56), although those differences are not enough to support the species-
complex idea; 2) Laeonereis, represented by Laeonereis culveri, occurring both in
South and North Atlantic, showed the highest chromosome number in the family
(2n=38); 3) Perinereis, represented by P. vancaurica (2n=28;NF=56), P.anderssoni
(2n=28;NF=56) and P. ponteni (2n=28;NF=54). Karyotypes and NOR distribution
allowed to relate P. anderssoni (Parand, Brazil) with P. macropus (Italy), the former
showing a derived karyotype. The remaining karyotypes from Perinereis species
showed independent divergences; 4) Nereis, represented by Nereis oligohalina
(2n=28;NF=50) occurring in South Atlantic; and 5) Pseudonereis, represented by P.
palpata (2n=28;NF=56) species distributed on South and South-east coast from Brazil,
the two later share the conservative chromosome number of the family. We discuses
the important role of karyotypic evolution at the origin of modern families of
polychaete, when the actual chromosomal diversity (2n=6 to 2n=64) was promoted,
followed by a period of chromosomal stability during dispersion that follows Pangea
breakup, when came to predominate divergences of neutral chromosomal changes,
involving mainly pericentric inversions and NOR amplifications.



1. Introducgao

1.1 O conhecimento corrente da citogenética de poliquetas

A classe Polychaeta compreende cerca de 9000 espécies reconhecidas com varios
milhares de nomes em sinonimia ¢ uma sistematica bastante instavel (ROUSE e PLEIJEL,
2001). Na costa brasileira foram descritas cerca de 800 espécies (AMARAL ¢ JABLONSKI,
2005). A maioria das espécies sdo estritamente marinhas, mas ocorrem também em agua
doce, cavernas e até como parasitas de outros invertebrados. E um grupo bem adaptado de
invertebrados marinhos, desempenhando nos fundos marinhos um papel semelhante aos das
minhocas nos solos terrestres, contribuindo para a aeragdo dos fundos de areia e lodo e para a
reciclagem de nutrientes (LANA e SANTOS, 2005) e constituindo, quase sempre, uma fragao
significativa da macrofauna béntica.

Morfologicamente caracterizam-se pela presenga de um par de parapodios laterais em
cada segmento, portando numerosas cerdas (ou setas) de onde vem o nome de poliquetas. A
maioria das espécies possui também uma faringe eversivel. O corpo ¢ pouco especializado,
com excecdo da cabeca que ndo apresenta segmentacdo. A regido anterior do corpo esta
dividida em um prostdmio, onde entdo localizados os olhos, palpos e antenas, € um peristomio
a partir do qual emergem cirros tentaculares. Em geral os poliquetas possuem uma alta
capacidade de regeneracdo corporal, principalmente da regido posterior, mas muitas espécies
também regeneram a regido anterior. O tamanho pode variar de poucos milimetros até dois
metros, mas a maioria das espécies mede menos de cinco centimetros. Algumas espécies tém
sido utilizadas como bioindicadoras da qualidade ambiental por serem sensiveis a poluigao,
podendo assim indicar se hd degradacdo do ambiente ao desaparecerem ou terem suas
populagdes diminuidas. Por outro lado, algumas espécies sdo particularmente tolerantes ou
resistentes a polui¢ao por 6leo ou por esgotos domésticos, tornando-se neste caso indicadoras
de degradagdo ambiental, devido a sua presenga em elevadas densidades quando a maioria das
outras espécies acaba excluida (LANA e SANTOS, 2005).

Habitos alimentares e caracteristicas reprodutivas também apresentam uma ampla
varia¢cdo. Embora a maioria dos poliquetas seja comedora de detritos, existem muitas espécies
carnivoras e algumas vivem como comensais ou parasitas de esponjas, moluscos e
equinodermos. A maioria dos poliquetas ¢ didica e se reproduzem sexuadamente, embora

algumas espécies sejam hermafroditas.



Dada a extensa variedade de formas e abundancia, os poliquetas exercem um papel
relevante no fluxo de energia e nutrientes do ecossistema marinho. Em vista de sua clara
importincia ecoldgica, existe uma crescente necessidade de informagdes a respeito dos
cariotipos para estudos das relagdes evolutivas, taxondmicas e dos efeitos potenciais de
mutagéneses ambientais € outros poluentes (JHA et al., 1995).

CHRISTENSEN (1980) afirmou que s6 héa informagdes sobre cariotipos de 3 % das
espécies de poliquetas. Passados 25 anos desta constatacdo, os estudos citogenéticos em
poliquetas continuam escassos, limitando-se em geral a determina¢do do numero diploide
(JHA et al,1995), principalmente por causa da dificuldade de criacdo e obtencdo de
metafases.

Os poliquetas estudados até hoje apresentam uma ampla variagdo cariotipica, com
numeros dipldides que se estendem desde 2n=6 (Ophryotrocha labronica, O. costlowi, O.
macrovifera, O. notoglandulat e O. pacifica (VITTURI et al., 2000)) até 2n=64 (Marphysa
sanguinea (HAYASHI KI et al., 1996)), com o nimero modal proximo de 28. Até pouco
tempo, acreditava-se que os niimeros diploides dos poliquetas tendiam a ser menores e menos
variaveis do que em outros invertebrados marinhos (CHRISTENSEN, 1980). Porém, a
medida que mais espécies vao sendo estudadas, maior é a amplitude de nimeros dipléides
encontrados. Nao obstante, Oligochaeta continua sendo a classe de maior diversidade
cariotipica, 2n=22-190 (GREGORY e HEBERT, 2002).

Poucas familias de poliquetas, como Capitellidae, Serpulidae, Dorvilleidae e
Nereididae, foram suficientemente estudadas para permitir generalizagdes acerca da evolugao
de padroes cromossomicos (PESCH et al, 1988a). Um desses estudos cariotipicos
abrangentes foi realizado por ROBOTTI ef al. (1991) em nove espécies do género
Ophryotrocha (Dorvilleidae). Este grupo apresenta uma grande uniformidade com relagdo a
morfologia, anatomia e fisiologia, mas um amplo espectro de estratégias reprodutivas. Apesar
de apresentarem variagdo em numeros diploides, de 2n=6 até 2n=10, ndo foi observada uma
correlagdo direta entre alguns dos caracteres e os nimeros diploides. O conjunto de dados
analisados pelos autores possibilitou a inferéncia de que a evolucao reprodutiva (variavel) e a
morfoldgica (uniforme) ndo foram acompanhadas de evolugdo cariotipica e que, em geral,
existe bastante uniformidade cariotipica entre grupos de espécies que compartilham um
mesmo numero diploide. Tanto neste género como em Capitomastus (GRASSLE et al.,
1987), espécies com numeros diploides conservados seguiram estratégias reprodutivas

divergentes, sem que isto implicasse qualquer mudanca cromossomica. Todavia, o caso do



género Capitomastus ¢ ainda mais extremo, ja que a variabilidade esta representada em todos
os niveis analisados: enzimas (com longas distancias genéticas), reproducao, tipos de larvas,
como também sem encontrar correlagdes entre estas mesmas variaveis. A pergunta a ser feita
¢: existe de fato uniformidade cariotipica?

As semelhangas reveladas por coloracdo convencional sdo pouco indicativas a respeito
de homeologias genéticas (SEUANEZ, 1987). Isto ¢ especialmente valido para taxa mais
recentes, com compartimentalizacdo de cromossomos reflectidos nas bandas G, e
heterocromatina presentes em praticamente todo o complemento cromossomico. Essas duas
caracteristicas sdo as que facilitam (embora ndo promovam) mudancas cromossomicas
heterdticas.

Nos poliquetas, a técnica de bandeamento G foi aplicada com éxito em Ophryotrocha
diadema (DI e KNOWLES, 1992), poliqueta com 2n=8. Embora tenha sido aplicada a uma
unica espécie do género, deve ser salientada a importancia de ter sido detectada a presenca de
bandas G em uma espécie de anelideo, demonstrando que as mudangas evolutivas na
estruturacdo de segmentos cromossOmicos, que levam a compartimentalizacdo em
composicao de bases (refletindo a formagao das bandas G), ja havia comecado a operar em
invertebrados inferiores. Esta descoberta desmistifica a crenga generalizada de que as bandas
de replicagdao tardia evoluiram nos primeiros deuterostomios ou nos primeiros cordados
(HOLMQUIST, 1989). DI e KNOWLES (1992) também assinalaram que a intensidade das
bandas detectadas era relativamente fraca e interpretaram tal resultado como uma
compartimentalizacao de bases de DNA pouco marcada.

A escassa heterocromatina, revelada por bandas C, em Platynereis dumerilii (JHA et
al., 1995) ¢ uma -caracteristica compartilhada com o grupo de espécies do género
Ophryotrocha (VITTURI et al., 2000). Tendo em conta o ‘efeito de posicdo’ exercido pela
heterocromatina sobre a regulagdo génica, quando ocorrem rearranjos cromossomicos, certos
genes podem modificar sua expressdo pela proximidade de regides heterocromaticas
(PARDUE e HENNIG, 1990). Se a heterocromatina ¢ de fato escassa em poliquetas, entdo,
praticamente todo o DNA seria ativo e poderia estar se comportando como supergenes
adaptados. Como consequéncia, sdo escassos também os sitios cromossdmicos inertes que
poderiam facilitar alteragdes na ordem génica. Portanto, qualquer mutagao estrutural exerceria
efeitos mais drésticos ou deletérios e, sendo assim, ¢ de se esperar que a evolugdo cariotipica

neste grupo de animais tenha sido de fato lenta (VITTURI et al., 2000).



Se caridtipos conservados sdo de fato a norma nas diferentes linhagens de poliquetas,
ao mesmo tempo que polimorfismos de seqiiéncias redundantes sao encontrados (SELLA et
al., 1995; VITTURI et al., 2000; JHA et al., 1995), o grupo encontrar-se-ia no segundo ou
terceiro estagio do modelo de canalizagdo cariotipica (BICKHAM e BAKER, 1979).
Indicando que, depois de terem estabelecido o caridtipo “6timo” para a linhagem qualquer
rearranjo cromossdmico com produgdo de heteroses negativa seria eliminado. Nao ¢ o caso
das mudangas heterocromaticas que, como ¢ sabido, ndo apresentam heteroses negativa. Se o
caso for comprovado, certamente estariamos na presen¢a de mais um exemplo apoiando o
modelo de canalizagdo de BICKHAM ¢ BAKER (1979).

Em resumo, a abordagem citogenética de poliquetas ¢ limitada quando comparada
com outros taxa. A escassez de heterocromatina e bandas G ndo oferece caracteres
citogenéticos do tipo a serem utilizados em comparagdes filogenéticas. Deste modo,
caridtipos e bandas NOR passam a ser, neste grupo, os caracteres que poderdo refletir o curso

da evolugao cariotipica.

1.2 O conhecimento corrente da citogenética dos poliquetas nereidideos

A familia Nereididae esta organizada em 40 géneros e cerca de 450 espécies. Desse
total, 46 espécies foram registradas na costa brasileira (SANTOS e LANA, 2001), sendo 14
na Baia de Paranagud (LANA, 1984). Dentre os poliquetas, este ¢ o grupo mais conhecido e
amplamente distribuido. O tamanho dos individuos pode variar de poucos milimetros, em
Micronereis, at¢é um pouco mais de 1 m, em Neanthes virens. Quando vivos, podem ser
transparentes, marrons ou exibirem uma grande variedade de padrdes de pigmentacdo em
diferentes cores (GLASBY, 1999; WILSON, 2000). A familia ¢ considerada monofilética
(GLASBY, 1993; ROUSE e FAUCHALD, 1997).

Os caracteres morfologicos distintivos da familia sdo a presenga de uma faringe
eversivel composta de dois anéis, notopodios e neuropddios com cerdas compostas (Fig. 1),
sendo uma sinapomorfia do grupo as cerdas compostas do notopddio. Ha um par de

mandibulas na parte anterior da faringe e dois pares de olhos e quatro pares de cirros

peristomiais na regido da cabega.

Figura 1.: a, Faringe evertida com dois anéis (quando retraida, as
mandibulas se localizam dentro da cabeca). b, cerda composta. Copyright
© 2004 Greg Rouse.
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As caracteristicas reprodutivas apresentam uma ampla variacdo. A maior parte das
espécies € gonocorica, embora algumas sejam hermafroditas; a fecundagdao pode ser interna
ou externa. O tipo de reprodugdo mais conhecido ¢ a epigamia, que envolve modificagdes
morfoldgicas em machos e fémeas (o individuo modificado recebe o nome de epitoco),
seguidas de uma fase pelagica e fecundagdo externa na coluna d’agua. Os epitocos podem ser
pouco ou marcadamente dimorficos. Platynereis dumerilii ¢ uma das espécies mais bem
conhecidas, possuindo a forma epitoca bem descrita. No epitoco, os olhos sdo hipertrofiados,
os cirros dorsais e ventrais dos segmentos anteriores apresentam a base inflada, com
numerosas células sensoriais, importantes para a orientacdo dos parceiros durante a desova; a
regido posterior caracteriza-se por uma mudanga de coloragao e por modificagdes parapodiais.
Os lobulos e ligulas parapodiais sofrem hipertrofia, tornando-se lamelares ou foliceos; as
setas apresentam forma de remos e sdo especializadas para a natagdo. O processo ¢
completado quando os epitocos nadam até a superficie e liberam seus gametas através da
ruptura do corpo. Logo apos, o individuo morre. Em seguida, os ovos desenvolvem-se em
larvas que posteriormente sofrem assentamento. A duracdo do processo pode variar entre 1-2
semanas no caso de Platynereis dumerilii, dois meses em Nereis grubei e trés meses em
Perinereis cultrifera (CLARK, 1961; SCHROEDER e HERMANS, 1975).

Sabe-se que mudangas na temperatura e/ou ciclo da lua, sdo estimulos ambientais para
os individuos entrarem em fase reprodutiva (LAST e OLIVE, 1999; HUTCHINSON et
al.,1995; MAZURKIEWICZ, 1975; KLESCH 1970).

Assim como os poliquetas em geral, os nereidideos mostram uma capacidade
regenerativa bem desenvolvida, mas isto ¢ particularmente evidente em condi¢des naturais.
Uma espécie da familia, Nereis virens, foi estudada a este respeito por LAST e OLIVE (1999)
em condi¢des de laboratorio. Eles analisaram diferentes fatores ambientais que poderiam
influenciar na regeneragdo ¢ encontraram que o fotoperiodo era o fator mais critico.
Demonstraram no seu trabalho que um fotoperiodo programado com 16h luz: 8h escuridao
(comparado com o ciclo inverso, 8:16), resultava em uma taxa de regeneracdo superior e,
além disso, também era maior a quantidade de segmentos adicionados antes de deterem
totalmente o crescimento. Em ambos os casos as diferencas eram estatisticamente
significativas.

Oito espécies da familia Nereididae foram analisadas citogeneticamente, mostrando 10

cariomorfos diferentes. Representam 4 géneros e a maioria das espécies apresentou um
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numero diploide de 2n=28 (OMETZ, 1963; PESCH et al., 1988; WEINBERG, 1990; ZHENG
etal., 1992; SATO et al., 1992; LIPARI et al., 1994; JHA et al., 1995).

A Fig. 2 apresenta parte do cladograma dos géneros da familia Nereididae, destacando
os clados que contém os géneros de interesse nesta pesquisa (em sublinhado). O cladograma

foi construido a partir dos dados de caracteres morfologicos.

Australonereis
I Laeonereis

Dendronereides

Olganereis
[ Eunereis

Nereis

Platynereis

Neanthes Figqra 2: Clildograma

parcial dos géneros da

—— Perinereis familia Nereididae.
| Pseudonereis Rouse & Plel_]el (2001)

Até hoje s6 foram descritos caridtipos de populagdes ocorrentes no hemisfério Norte.
Os escassos estudos citogenéticos realizados até o presente momento, acentuam a importancia
de se realizar uma abordagem genética (ou ndo-morfologica) como subsidio a taxonomia do
grupo.

O género Laeonereis estd formado por duas espécies, das quais L. culveri espécie era
considerada restrita ao Atlantico Norte, enquanto L. acuta, estaria restrita Atlantico Sul
(PETTIBONE, 1971; ORENSANZ & GIANUCA, 1974). Encontra-se em andamento uma
revisdo do género (Oliveira, segundo SANTOS, informagdo verbal), que evidencia que as
espécies sdo sinonimas e valida o nome mais antigo L. culveri. Até o momento nao ha na
literatura qualquer registro citogenético sobre o género.

O género Nereis compreende 134 espécies. Destas, N. oligohalina ocorre no oceano
Atlantico e ¢ encontrada na regido entre marés de manguezais e praias areno-lodosas. A
espécie ainda ndo foi estudada citogeneticamente, mas existem outras trés espécies do género
jé& cariotipadas: Nereis diversicolor, 2n=28-32 (OMETZ, 1963), N. acuminata, 2n=18-22,
propondo a existéncia de um complexo de espécies irmas (WEINBERG, 1990) e Neanthes

(Nereis) arenaceodentata, 2n=18-24, sugerindo a validagcdo de espécies distintas (PESCH et

al.,1988).
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O género Platynereis esta formado por 20 espécies, das quais Platynereis dumerilii é
considerada cosmopolita, embora varios autores acreditem que sob este nome se abriga um
complexo de espécies com pouca diferenciacio morfolégica (HAGGER et al., 2002;
HUTCHINSON et al., 1998, 1995; JHA et al.,1997,1996,1995). Isto reforca a necessidade de
se realizar abordagens genéticas como suporte taxonomico. Além de ser o nereidideo mais
bem estudado citogeneticamente, amostras populacionais de P. dumerilii estdo sendo
mantidas em condi¢des de laboratorio hé longa data e utilizadas como rotina em ensaios de
mutagénese ambiental (HAGGER et al., 2002; HUTCHINSON et al., 1998,1995; JHA et
al.,1997,1996). Esta espécie apresenta um cariotipo de 2n=28, NF=56, ¢ os achados em
bandas C ¢ NOR (JHA ef al, 1995) revelaram escassa heterocromatina e dois pares
cromossOomicos portadores de regides organizadoras do nucléolo.

O género Neanthes estd formado por 50 espécies, das quais apenas N. japonica foi
citogeneticamente analisada. Esta apresenta um numero diploide de 2n=28, NF=56, ¢ a
particularidade de ser a primeira espécie da familia na qual foi achado um sistema de
determinagdo do sexo do tipo XX-XY (SATO e IKEDA, 1992). Depois de Polydora curiosa
(Spionidae) (KORABLEV, 1999), ¢ a segunda espécie de poliquetas a ser descrita com
cromossomos sexuais. Em ambos os casos, o cromossomo Y foi bem maior do que o X e
ambas as espécies, embora filogeneticamente distantes, ocorrem no Mar do Japao.

O género Perinereis, considerado polifilético, estd composto de 60 espécies. P.
ponteni, P. anderssoni e P. vancaurica ocorrem no oceano Atlantico e sdo encontradas na
regido entre marés. As duas primeiras espécies ocorrem em simpatria ¢ haviam sido
consideradas sindnimas por HARTMAN (1959), embora tratadas como validas por outros
autores (LANA, 1984; SANTOS, 1996; STEINER, 2001). Foram determinados os caridtipos
de trés espécies do género: P. nuntia com 2n=28 (ZHENG et al., 1992), P. macropus com
2n=28 (LIPARI et al., 1994) e P. cultrifera com 2n=34 (OMETZ, 1963).

O género Pseudonereis compreende sete espécies. P. palpata esta distribuida na regido
Sul e Sudeste do Brasil e ¢ encontrada na regido entre marés, em costdes rochosos entre tufos
de algas e em coldnias do poliqueta sabelariideo Phragmatopoma.

Os dados citogenéticos preliminares indicam que alguns membros da familia
Nereididae podem ter sofrido diferenciagdo cromossomica ndo acompanhada de modificacao
externa significativa, o que acentua a necessidade de se utilizar a citogenética como base para

refinamento dos estudos taxonomicos (PESCH, G.G.; PESCH, C.E.; MULLER, 1988).
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1.3 Bandeamento cromossomico com impregnacgao de prata (NOR)

Os cromossomos podem ser bandeados longitudinalmente ou nao, aplicando-se
diversas metodologias, entre as quais e amplamente utilizadas na citogenética classica,
destacam-se as bandas C (revelando posi¢cdo e quantidade de heterocromatina), as G
(mostrando o padrdo de compartimentalizagdo do DNA no genoma) e as NOR (ou RON, que
evidenciam as regides organizadoras dos nucléolos).

As regides organizadoras do nucléolo (NOR, do inglés Nucleolar organizer regions)
foram caracterizadas pela primeira vez por McCLINTOCK (1934), que igualmente atribuiu o
nome de NOR (ou RON) aquelas regides cromossdmicas responsaveis pela organizacao
nucleolar durante a intérfase mitdtica. Cada organizador nucleolar corresponde a uma série
repetitiva de genes de RNAr (LEWIN, 2000). As NOR sdo uma exce¢do dentre os DNAs
transcritos por gerarem uma estrutura visivel, o nucléolo, dentro do nucleo interfasico
(CLARK e WALL, 1996). O nucléolo ¢ o sitio de formacdo dos ribossomos, ou seja, onde
eles sdo transcritos e processados. Os nucléolos sdo formados durante a telofase e a
transcri¢do cessa ao longo da mitose (MILLER, 1981; CLARK e WALL, 1996). Somente as
NOR ativas participam da formag¢do do nucléolo. Normalmente existem varias NOR por
genoma ¢ a quantidade pode variar de uma espécie para outra, assim como o tamanho e a
atividade em cada ciclo celular (SCHWARZACHER ¢ WACHTLER, 1986). Os nucléolos
apresentam uma tendéncia a fusdo, de modo que seu numero por célula ¢ usualmente inferior
ao numero de NOR (MILLER, 1981).

Quando as NOR estdo presentes em multiplas copias, usualmente sdo de localizacao
telomérica, o que minimiza os efeitos de intercAmbio entre cromossomos ndo homologos
(MILLER, 1981), fendmeno que pode ser facilitado pela tendéncia a fusdo nucleolar.

Esta técnica por impregnagdo de prata envolve a extracdo do ADN, ARN e histonas,
sugerindo que as proteinas residuais restantes da transcrigdo dos ribossomos seriam os
componentes corados pela prata. No entanto, a verdadeira natureza das proteinas responsaveis
pela impregnagdo ainda ndo ¢ conhecida.

Pelo fato da técnica detectar unicamente NOR que estiveram ativas, ¢ bastante comum
encontrar variagdo na quantidade de marcagdes inter- e intraindividualmente (INSUA e
THIRIOT-QUIEVREUX, 1991; REN e XIANJUE, 1993; DERJUSHEVA et al, 1998;
VOLLETH, 1987, JHA et al., 1995; VITTURI et al., 2000; LIPARI ¢ VITTURI, 1994).

Os trabalhos realizados em um grupo de espécies do género Ophryotrocha (SELLA et

al., 1995) sdo exemplos de como a aplicagdo de técnicas de bandeamento cromossdmico,
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neste caso NOR, proporciona informagdes que permitem inferir relagdes filogenéticas entre
grupos de espécies relacionadas. Estes trabalhos chegaram a propor que o caridtipo de O.
diadema (2n=8) teria se originado por fusdo céntrica a partir do caridtipo de O. robusta
(2n=10), dando seqiiéncia a idéia, proposta inicialmente por ROBOTTI et al. (1991), de que o
2n=10 estaria representando o cariétipo primitivo dentro do género e a forma 2n=6 seria uma
condi¢do derivada com reducdo de segregacdo independente (reducao de variabilidade
genética). De um grupo de 10 espécies analisadas no género Ophryotrocha, novamente O.
robusta foi considerada ancestral pela presenca de um sé par de regidoes NOR conservada,

enquanto o restante das espécies apresentou um alto grau de polimorfismos para este

marcador (VITTURI et al., 2000).
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2 Objetivos

Ha uma crescente necessidade de informagdes a respeito dos caridtipos para estudos

das relacdes evolutivas, citotaxonomia e dos efeitos potenciais de mutagéneses ambientais e
outros poluentes (JHA et al., 1995). A rica diversidade de morfologia, adaptagdes ecoldgicas,
estratégias reprodutivas e estilos de vida, entre outros, tem as suas bases na variacao genética.
Apesar da importancia ecologica, os conhecimentos genéticos sobre os poliquetas estdo
restritos a relativamente poucas espécies (JHA et al., 1995). Em vista da clara importancia
ecoldgica destes organismos, este trabalho objetivou caracterizar citogeneticamente espécies
de poliquetas nereidideos ocorrentes na regido litoranea do Parand, na tentativa de fornecer
subsidios a taxonomia bem como propiciar uma melhor compreensdo das relagdes
filogenéticas da familia Nereididae.

Os objetivos especificos foram:

a) Desenvolver e padronizar condi¢des de laboratério que permitam manter em cultura

as diferentes espécies a serem analisadas;
b) Determinar os cariotipos das diferentes espécies através da coloragdo convencional;
c) Caracterizar o padrdo de distribuicdo das Regides Organizadoras do Nucléolo

(RON) dos cromossomos.
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3 Material e métodos

3.1 Material biolégico e procedéncia

As espécies analisadas, sua procedéncia e ocorréncia sdo indicadas na Tabela 1.

Tabela 1. Espécies analisadas.

Espécie Procedéncia — ambiente N Ocorréncia
Platynereis dumerilii Ilha do Mel — Costio rochoso 11 Cosmopolita
Perinereis ponteni Ilha do Mel — Costao rochoso 46 Oceano Atlantico, desde
México até Brasil
Perinereis anderssoni Ilha do Mel — Costao rochoso 70 Costa Atlantica das Américas
Perinereis vancaurica Canal Perequé — Manguezal 4 Oceano Atlantico Sul
Nereis oligohalina Canal Perequé — Manguezal 18 Oceano Atlantico Ocidental
Pseudonereis palpata Ilha do Mel — Costdo rochoso 4 Sul e Sudeste do Brasil
Laeonereis culveri Canal Perequé — Manguezal 20 Oceano Atlantico ocidental

Os individuos foram coletados em dois habitats diferentes na regiao costeira de Pontal
do Sul e Ilha do Mel. No costdo rochoso da Ilha do Mel foram coletadas Perinereis ponteni,
P. anderssoni, Pseudonereis palpata e Platynereis dumerilii (S25°33°48,6” W48°19°05,2” ¢
S25°34°23,7” W48°18°35,4”). No manguezal do canal Perequé em Pontal do Sul foram
coletadas Perinereis vancaurica, Laeonereis acuta € Nereis oligohalina (S24° 34°25,7” W48°
34°23,7”) (Fig. 3).

Figura 3: a. Localidades de coletas do material biologico indicadas com setas; b. manguezal do canal Perequé;
c. Costdo rochoso na Ilha do Mel.
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As coletas foram realizadas de forma manual, preferencialmente nos periodos de maré
baixa. Os exemplares associados a algas e moluscos, nas rochas, foram isolados e separados
com auxilio de espatulas (Fig 3¢). As espécies que ocorrem no manguezal foram coletadas em

amostras areno-lodosas, com auxilio de uma pa. Apds isolados, os animais foram
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acondicionados em recipientes plasticos com agua do local, dentro de caixas de isopor, e

transportados até o laboratorio em condigdes refrigeradas.

3.2 Condigoes de manutengao e manejo dos aquarios

Uma vez no laboratério, os individuos foram mantidos em aquarios arejados, com
agua do mar proveniente da praia de Pontal do Sul, com pelo menos uma troca semanal. A
alimentacdo, a cada trés dias, consistiu em uma mistura de espinafre triturado e alimento
comercial para organismos marinhos (4Artemia salina em pasta).

Até abril de 2005, os aqudarios ficaram acomodados em uma prateleira distante da
janela, numa sala com uma ampla variagdo de temperatura. Naquelas condi¢des, nao foi
possivel controlar o fotoperiodo incidente nos aquarios nem a temperatura da 4gua, que variou
de 15 a 26°C, o que resultou em dificuldades na obtengcdo de material citogenético,
relacionadas a dois fatores principais: 1) uma alta taxa de mortalidade como conseqiiéncia da
entrada em fase reprodutiva dos individuos, quando cessa a atividade mitdtica, 2) uma baixa
taxa de regeneragao, relacionada com as variagdes de temperatura e o fotoperiodo.

A partir de maio do 2005, os aquarios foram mantidos dentro de uma camara
especialmente construida, na qual se mantiveram as condi¢des de uma temperatura estavel em

18°C e um fotoperiodo de 16h luz: 8h escuridao.

3.3 Obtencao de células mitéticas

A obtencao de tecido proliferativo ¢ pré-requisito quando se pretende trabalhar com
metafases. Em poliquetas, desprovidos de medula 6ssea, rim, ou linfécitos, estruturas
amplamente utilizadas na citogenética de organismos mais derivados, ha duas alternativas
para a obtenc¢do de metafases. Uma delas ¢ obter células mitdticas de tecido embriondrio ou
larvas e a outra, utilizada neste trabalho, ¢ a partir de tecido em regeneracao.

Como ja foi mencionado, os poliquetas sob certas condigdes apresentam uma alta taxa
de regeneracdo, além de uma regido posterior em continuo crescimento. A fim de aumentar a
quantidade de tecido em divisdo os individuos tiveram sua regido caudal amputada em
aproximadamente lcm. A partir dai, esperou-se at¢ duas semanas (em média), tempo

suficiente para o extremo posterior regenerar e evitar a diferenciacdo completa desta regido

(Fig.4).
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Figura 4: Extremo regenerando (parte mais clara).

3.4 Obtencao de metafases

A técnica utilizada para a obtencdo de metafases foi baseada nas rotinas descritas por

JHA et al. (1995), para Platynereis dumerilii, com modificacdes adaptadas a utilizagdo de

tecido regenerativo.

a.

O individuo regenerado foi tratado com uma solug@o de Colchicina 0,05% em agua
de mar durante 1h e 10 min, a 18°C.

O extremo regenerado foi amputado com bisturi e submetido a uma serie de
tratamentos hipotonicos de 10 min cada (dgua de mar: 0,06M KClI, nas propor¢des
2:1;1:1;1:2 e 1:3).

O restante do corpo foi conservado em formaldeido a 8% e, apos dois dias,
transferido para etanol 70%, para posterior confirmacdo especifica e, quando
possivel, determinacao do sexo.

Apds o tratamento hipotonico o tecido foi pré-fixado em metanol-acido acético
(3:1), na geladeira, por aproximadamente 20 min.

A solugdo foi retirada com pipeta e substituida por 1 ml de fixador. Este passo foi
repetido trés vezes, em intervalos de 15 min cada um, e sempre trabalhando em
geladeira.

O tecido fixado foi mantido em freezer até ser utilizado na preparagao das laminas.

3.5 Obtencao de laminas para estudos citologicos.

As laminas foram previamente preparadas, sendo lavadas em detergente neutro, a

10%, enxaguadas em agua corrente, secadas e colocadas em solugdo sulfocromica (bicromato

de potasio- acido sulftrico). No dia seguinte foram retiradas, enxaguadas e novamente secas.

A seguir foram submersas em etanol PA e conservadas a 4°C até serem utilizadas. Antes de

ser gotejado o material citoloégico, as laminas foram novamente enxaguadas em agua e

submersas em dgua destilada a 60°C. Na seqiiéncia os seguintes passos foram observados:
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a. O tecido, imerso em cerca de quatro a seis gotas de acido acético glacial 60%, foi
colocado em uma lamina cdncava e, inicialmente, desagregado com ajuda de
agulhas e, posteriormente, com pipeta de Pasteur até virar uma suspensdo
translucida. O acido acético foi utilizado para facilitar a desagregacao celular.

b. A suspensao foi gotejada em varias laminas molhadas e pré-aquecidas em banho
Maria a 60°C.

c. Alternativamente, gotas de suspensao foram colocadas em uma ldmina e o material
esmagado com uma segunda lamina.

d. Em ambos os casos as laminas foram secas ao ar.

3.6 Técnicas de coloragao

3.6.1 Coloragao convencional
As laminas foram submersas em uma solu¢do de Giemsa (Merck) a 10% em tampao
Sorensen, pH 6,8-7,0 (0,067M KHPO4, monofosfato de potassio) durante 10 minutos. Logo

apos foram lavadas em agua destilada e secas ao ar ambiente.

3.6.2 Bandeamento NOR (HOWELL e BLACK, 1980)

As laminas, previamente analisadas em colora¢do convencional, foram lavadas em
duas trocas de xilol durante no maximo 5 min cada lavagem, até extrair todo resto de 6leo de
imersdo. Logo apos, foram submersas em duas trocas de fixador metanol - acido acético
glacial 3:1 até o Giemsa ser eliminado. Posteriormente foram secas ao ar ambiente € o0s
seguintes passos foram obedecidos:

a. Os preparados foram incubados em uma solugdo de tampao borato (0,1M Na,SO4 +
Na,B407), pH=0,0-9,2 a temperatura ambiente durante 7 min, lavados em agua deionizada
e secados ao ar.

b. Apos, foi colocado sobre o material uma parte de solugdo coloidal, a 5%, para duas partes
de nitrato de prata, a 50%, adicionando-se uma gota de formalina, a 1%, para cada ml de
prata. As solugdes foram homogeneizadas com pipeta e cobertas com laminula.

c. Em seguida foram acondicionados em uma camara imida a 70°C, durante 4 a 9 min, até a
solugdo apresentar uma coloracdo caramelo-dourada com formacao de pequenas bolhas de

ar.
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d. Imediatamente foram lavados em agua destilada, a seguir em tiosulfato de so6dio 5%, e

secados ao ar.

3.7 Analise do material citogenético.
O material citoldgico foi analisado ao microscopio 6tico e, em média, 10 metafases
por espécie foram avaliadas quanto a morfologia e nimero cromossomico. Para esta analise,

as metafases com cromossomos distinguiveis individualmente foram desenhadas em papel.

3.8 Fotografia

As melhores metéafases foram fotomicrografadas em um microscopio Zeiss equipado
com uma camara fotografica automatica de 35 mm. Na maioria das fotos foi utilizado um
optovar de 1.25 até 2.0.

As fotomicrografias foram obtidas em filme preto e branco, Panatomic-X ISO 32,
35mm, revelado em D-76 (1:1). Apo6s, foi fixado (fixador Kodak), durante 20-30min, lavado
em agua corrente e seco ao ar. Nas ampliagdes foi utilizado papel fotografico Kodak F3.

Alternativamente, algumas imagens de metafases em coloragdo convencional foram
digitalizadas utilizando o sistema de captura Case Data Manager Expo 2.0, posteriormente

impressas em papel fotografico.

3.9 Cariogramas e idiogramas

A partir das fotomicrografias foram montados os cariogramas dos individuos para,
posteriormente, serem digitalizados e mensurados no programa CorelPHOTO-PAINT 9. Os
dados das medi¢des de cada um dos cromossomos foram inseridos em uma planilha do
EXCEL, previamente formatada para célculo do indice centromérico, comprimento relativo e
erro padrao.

A morfologia cromossomica foi determinada segundo LEVAN et al. (1964).
Finalmente foram desenhados no WORD os idiogramas de cada uma das espécies com a
combina¢do de dados do indice centromérico e comprimento relativo. No Anexo 1 sdo

indicadas as formulas utilizadas para ambos os calculos.
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4 Resultados

4. 1 Resposta a cultivo em condig¢des de laboratério

De todas as espécies mantidas em laboratdrio, somente Laeonereis culveri se mostrou
extremamente sensivel, sobrevivendo, no maximo, apenas trés semanas. Antes de se
conseguir controlar temperatura e fotoperiodo, a principal causa de morte nesta espécie, ao
menos no que foi possivel se observar, parecia ser a entrada em fase reprodutiva. E sabido que
a espécie ¢ induzida a se reproduzir com aumentos de temperatura, mas surpreendentemente,
apos manutengdo sob temperatura controlada e estavel de 18-18,5°C, a taxa de mortalidade
aumentou significativamente. A profundidade do substrato e a riqueza em detritos do mesmo
sdo algumas das possibilidades a serem consideradas em futuros experimentos. Infelizmente,
nao foi possivel realizar testes e controles mais aprimorados para facilitar o cultivo da espécie.

As outras espécies, em particular aquelas dos géneros Perinereis e Platynereis, foram
muito tolerantes a cultura em laboratério sob condigdes controladas de temperatura e
fotoperiodo, sendo que as mortes detectadas foram reduzidas e, na maioria dos casos,
resultantes do estresse inicial provocado pelo transporte. Também foi observada uma alta
tendéncia ao canibalismo em Perinereis anderssoni em relacdo a individuos da propria
espécie como também com os das outras espécies, particularmente quando a densidade
populacional no aquério era elevada. Contudo, nas condi¢des controladas, foi possivel manter
individuos vivos por mais de quatro meses até o processamento. Todos aceitaram bem o
alimento administrado.

Platynereis dumerilii, que também mostrou facilidade de cultivo, formava o seu tubo
poucos minutos apds colocacdo no aquario, seja na superficie do vidro ou nas conchas

presentes no fundo.

4. 2 Otimizacgao das técnicas de obten¢ao de metafases e bandeamento
cromossdmico

A obtencdo de metafases em geral, ¢ em particular daquelas com uma qualidade
adequada para as andlises com todos os cromossomos do complemento, devidamente
espalhados, com as cromatides nitidas e posicdo do centromero evidente, foi a etapa mais
dificil de se reproduzir. A experiéncia acumulada sugere que para os proximos ensaios seja
realizada uma pré-selecdo por faixa etdria, priorizando etapas larvais e juvenis, ja que

individuos mais jovens regeneram uma quantidade de segmentos significativamente maior do



22

que os adultos, no mesmo periodo de tempo e sob as mesmas condigdes ambientais. Maior
quantidade de segmentos regenerados reflete ndo somente uma maior taxa de divisdo mitotica,
mas também indica que o ciclo de divisdo mitética estd inversamente correlacionado a idade.

A aplicacdo da técnica de bandas C, conforme o preconizado por SUMNER (1972),
para a detec¢do da heterocromatina constitutiva foi realizada repetidas vezes sem se obter
éxito. Acreditamos que a falta de marcacdo nao esteja refletindo auséncia de heterocromatina
nas espécies analisadas, mas uma falha na extracdo diferencial de cromatina, devido ao grau,
em geral elevado, de contragdo cromossdmica dos preparados.

Por outro lado, na técnica de bandeamento NOR, cujo mecanismo de acdo ¢
independente do grau de contragdo da cromatina, marcagdes foram obtidas com relativa
facilidade. No entanto, foi inesperada a instabilidade das marcagdes nos preparados, que
simplesmente desapareciam em poucas horas, dificultando a obtencdo de microfotografias de

boa qualidade, na maioria dos casos.

4. 3 Analise citogenética

Na tabela 2 sdo apresentados o total de individuos e metafases analisadas para
determinar os caridtipos, indice centromérico e localizagdo dos organizadores nucleolares. O
numero de individuos analisados refere-se a quantidade de individuos que foram processados
citogeneticamente e dos quais se obtiveram metafases. As metafases analisadas referem-se ao
total de metafases observadas ao microscopio. Foram utilizadas no calculo do indice
centromérico somente aquelas metafases com uma morfologia nitida que permitisse
identificar a localizacdo do centromero em todos os cromossomos do complemento. Em
bandas NOR sdo indicadas unicamente aquelas metafases que apresentaram pelo menos uma

marcagao.

Tabela 2. Resumo da analise citogenética nas espécies estudadas. N= quantidade de individuos processados;
Met. = metafases; N/d=ndo determinado.

Espécie N Individuos Metafases Met. utilizadas Met. Com
analisados analisadas no I.C. bandas NOR

Laeonereis culveri 20 6 17 N/d N/d
Nereis oligohalina 18 10 21 1 1
Platynereis dumerilii 11 7 46 7 3
Perinereis ponteni 46 28 87 10 7
Perinereis anderssoni 70 28 209 10 17
Perinereis vancaurica 4 1 30 2 1

Pseudonereis palpata 4 2 23 6 7
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Com exce¢do de Laeonereis culveri, que apresentou um numero dipléide de 2n=38
cromossomos, todas as demais espécies de nereidideos analisadas apresentaram um 2n=28,
com nimeros fundamentais (=NF) que variam de 50 a 56. As diferengas mais marcadas entre
os caridtipos das distintas espécies comecaram a se evidenciar a partir da constru¢do dos
respectivos idiogramas. Nenhuma das espécies de nereidideos evidenciou a presenca de
cromossomos sexuais. As formulas utilizadas para os calculos de indice centromérico e

comprimento relativo estdo detalhadas no anexo 1.

4.3.1 Laeonereis culveri

4.3.1.1 Caracterizacao do cariétipo.

Laeonereis culveri apresentou um numero dipléide de 2n=38. Nado foi possivel
determinar com precisdo o NF devido a qualidade dos cromossomos da unica metafase
completa que foi achada

Foram analisadas 17 metafases de seis individuos (Tabela 3). Embora o nimero modal
corresponda aos menores valores observados, a confirmagao do 2n=38 foi realizada a partir da
observacao de duas células ndo rompidas, no interior das quais se pode observar, a presenca
de 38 elementos, como mostrado na metafase da Figura 5. Devido a impossibilidade de
definir a localizagdo do centrdmero em todos os elementos do caridtipo, nao foi possivel

elaborar o idiograma de Laeonereis culveri.

Tabela 3: Analise do complemento cromossdmico de Laeonereis culveri.

Células analisadas NUmero cromossémico

N=17 31 ou menos 33 36 38
Quantidade de células 6 5 4 2
Porcentagem 353 29,41 23,52 11,76

Numero cromossémico modal (2n)=29-31

Figura 5. Metafase em coloracdo com convencional de Laeonereis culveri.
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P
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4.3.1.2 Bandeamento NOR

Nenhuma das metafases tratadas com impregnacao de prata exibiu marcacdes satisfatorias.

4.3.2 Nereis oligohalina

4.3.2.1 Caracterizacao do cariotipo

Nereis oligohalina apresentou um nimero dipléide de 2n=28 ¢ NF=50 (Fig 6). O
complemento cromossdémico estda composto de sete pares metacéntricos, um par
submetacéntrico, trés pares subtelocéntricos e trés pares telocéntricos.

O complemento cromossomico foi caracterizado a partir da observacdo de 21
metafases obtidas de trés individuos (Tabela 4), nos quais o nimero modal de cromossomos
igual a 28 ocorreu em 57% das células analisadas. Metafases com menos cromossomos do
que o numero modal foram consideradas produto de rupturas celulares, ocorridas durante a

preparacdo das laminas citoldgicas.

Tabela 4: Analise do complemento cromossomico de Nereis oligohalina.

Células analisadas NiUmero cromossémico

N=21 25 ou menos 26 27 28
Quantidade de células 6 3 12
Porcentagem 28,57 14,28 0 57

Numero cromossémico modal (2n)=28; NF=50

4.3.2.2 Bandeamento NOR em Nereis oligohalina
Duas metéafases originarias de dois individuos, coradas com nitrato de prata,
mostraram quatro marcacdes. As localizagdes dos organizadores nucleolares foram

evidenciadas nas regides teloméricas dos bracos longo do par 1 e curto do par 12 (Fig. 6b e 7).
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Figura 6: Cariograma de Nereis oligohalina em coloragdo convencional, organizado segundo o tamanho e
morfologia cromossdmica (a); Bandeamento NOR (b). As setas indicam os cromossomos portadores da regido
organizadora do nucléolo. As barras representam 10um.
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4.3.2.3 Idiograma de Nereis oligohalina
O idiograma de N. oligohalina (Fig. 7) foi construido a partir das medi¢cdes de uma

unica metafase. Por esse motivo na Tabela 5 ndo sdo indicados os valores do erro padrao.
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Tabela 5: Medidas cromossOmicas e classificacdo baseadas em uma tnica metafase. “m”=metacéntrico;
“sm”=submetacéntrico; “st”=subtelocéntrico; “t’=telocéntrico; “T’=telocéntrico estrito.

Par cromossomico | Comprimento indice Morfologia
relativo (%) centromérico cromossomica
(média £ 2SE) (média £ 2SE)

1 12,86 43,36 m

2 10,61 47,79 m

3 9,28 443 m

4 6,63 40,1 m

5 6,1 47,8 m

6 5,83 49,95 m

7 5,16 41,99 m

8 5,17 35,85 Sm

9 8,89 19,34 St

10 5,96 22,18 St

11 5,57 16,18 St

12 7,54 11,63 t

13 5,56 11,8 t

14 4,66 0 T

Figura 7: Idiograma dos cromossomos de Nereis oligohalina construido a partir dos valores do comprimento
relativo e indice centromérico apresentados na Tabela 5. As regiGes escuras representam os organizadores
nucleolares.

—
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4. 3. 3 Platynereis dumerilii

4. 3. 3. 1 Caracterizagao do Cariétipo

Platynereis dumerilii apresenta um complemento cromossomico de 2n=28, NF=56,
com todos os cromossomos bibraquiados (igual a dois bragos distintos) distribuidos em 10
pares metacéntricos € quatro pares submetacéntricos (Fig. 8). Em dois dos individuos
analisados, observou-se um heteromorfismo no quarto par cromossdmico (trés metafases no
total). Considerando que um mesmo individuo mostrou presenca e auséncia do
heteromorfismo, ndo existiria suspeita se tratar de cromossomos sexuais. Esta diferenga
poderia ser explicada por uma contracdo cromossomica diferencial nesta fase mitdtica.

A tabela 6 sintetiza os resultados dos niimeros cromossdmicos analisados em um total
de 46 células a partir de sete individuos adultos. As metafases com nimeros inferiores ao
valor modal de 2n=28 (56%) foram consideradas incompletas devido a rupturas celulares

ocorridas durante o preparado das laminas citoldgicas.

Tabela 6.: Analise do complemento cromossomico de Platynereis dumerilii

Células analisadas Numero cromossémico

N=46 25 ou menos 26 27 28
Quantidade de células 15 3 2 26
Porcentagem (%) 32,6 6,5 4,4 56

Numero cromossémico modal (2n)=28

4.3.3.2 Bandeamento NOR de Platynereis dumerilii
Trés metafases de dois individuos foram coradas com nitrato de prata. Em um dos
animais foram observadas duas marcacdes localizadas na regido telomérica do par
cromossdmico 7, enquanto que no outro, com quatro marcagoes, além do par 7, foi detectada

também uma marcacao intersticial proximal no braco longo do par 1 (Fig. 8b ¢ 9).
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Figura 8: Cariograma de Platynereis dumerilii em coloragdo convencional com Giemsa (a); metafase com
bandeamento NOR (b). As setas indicam os cromossomos portadores das regides organizadoras do nucléolo nos
pares 1 e 7. As barras representam 10um.
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4. 3. 3. 3 Idiograma de Platynereis dumerilii
O idiograma de Platynereis dumerilii (Fig 9) foi construido a partir das medigoes de

sete metafases obtidas dos trés individuos analisados (Tabela 7).
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Tabela 7: Medidas cromossomicas e classificagio baseada em sete metafases de Platynereis dumerilii.

9999,

m”=metacéntrico; “sm”=submetacéntrico, SE = Erro padrao.

Par cromossdomico | Comprimento Indice Morfologia
relativo (%) centromérico cromossomica
(média + 2SE) (média + 2SE)

1 13,29 £ 0,17 43,9 £05 m

2 11,36 £ 0,12 40,99 £ 0,62 m

3 10,56 £ 0 40,37 £ 0,08 m

4 9,2+0,04 44,3 £1,29 m

5 7,03 £ 0,09 44,07 £ 1,17 m

6 6,23 £0,15 45,72 £ 1,07 m

7 5,680 45,21+0,11 m

8 5,56 £ 0,06 43,89 £ 0,54 m

9 5,16+£0,12 48,7 £ 1,98 m

10 5,01 £0,05 49,66 £ 0,01 m

11 5,01 £0,05 49,82 £ 0,06 m

12 6,13 £0,22 31,88 £0,26 sm

13 5,11+£0,28 31,87+ 1,2 sm

14 4,6 £0,02 33,59+ 1,19 sm

Figura 9. Idiograma da morfologia dos cromossomos de Platynereis dumerilii construido a partir dos valores do
comprimento relativo e indice centromérico (Tabela 7). As regides escuras representam as regides organizadoras

do nucléolo.

M
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4.3.4 Perinereis ponteni

4.3.4.1 Caracterizacao do Carioétipo
O caridtipo de Perinereis ponteni apresenta um numero diploide de 2n=28 e NF=54,
formado de 13 pares metacéntricos e um par telocéntrico pequeno (Fig. 10).
O numero diploide (2n = 28, 66,66%), foi caracterizado a partir da observacao de 87
metafases obtidas de 25 individuos (Tabela 8). Metafases com mais ou menos cromossomos
do que o numero modal foram consideradas produtos de rupturas e misturas celulares,

respectivamente, ocorridas durante a preparagdo das laminas citologicas.

Tabela 8: Analise do complemento cromossomico de Perinereis ponteni.

Células analisadas Numero cromossomico

N=87 25 ou menos 26 27 28 29 ou +
Quantidade de células 17 11 9 58 4
Porcentagem 19,54 12,64 10,34 66,66 4,59

Numero cromossémico modal (2n)=28; NF = 54

4.3.4.2 Bandeamento NOR em Perinereis ponteni
Além de sete metafases mitoticas de trés exemplares, coradas com nitrato de prata,
também foram analisadas trés metafases meidticas (MI), onde se evidenciou um tUnico par

cromossomico (par 1) com marcagdo na regido telomérica do brago longo (Fig. 10b,c e 11).
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Figura 10: Cariograma de Perinereis ponteni em coloragdo convencional, organizado em dois grupos conforme
a morfologia cromossdmica (a); bandeamento NOR em uma metafase mitotica (b); bandeamento NOR em duas
metafase meidticas (MI) (c). As setas mostram os cromossomos portadores da regido do organizador nucleolar.
As barras representam 10pm.
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4.3.4.3 Idiograma de Perinereis ponteni
O idiograma de Perinereis ponteni (Fig. 11) foi construido a partir das medigdes de

nove metafases obtidas dos trés individuos analisados (Tabela 9)



32

Tabela 9: Medidas cromossomicas e classificagdo baseada em nove metafases de Perinereis ponteni.

9999,

m”=metacéntrico; “t"=telocéntrico; SE= Erro padrao.

Par cromossomico | Comprimento indice Morfologia
relativo (%) centromérico cromossomica
(média £ 2SE) (média £ 2SE)

1 13,57%0,05 45,67 £0,39 m

2 12,04+0,14 46,82 £ 0,42 m

3 11,67%0,08 45,67 £ 0,54 m

4 8,32+0,06 44,48 £ 0,23 m

5 6,53+0,07 45,65 £ 0,56 m

6 6,05+0,12 43,51 £0,83 m

7 6,01+0,03 43,59 £ 0,86 m

8 5,77+0,06 43,19 £ 0,62 m

9 5,68+0,06 4532+ 1,2 m

10 5,28+0,06 43,62 £ 0,46 m

11 5,1440,1 42,19 £1,33 m

12 5,03+0,05 41,64 £ 1 m

13 4,7340,06 38,19+ 1,5 m

14 4,14£0,24 0+0 t

Figura 11: Idiograma dos cromossomos de Perinereis ponteni construido a partir dos valores do comprimento
relativo e indice centromérico apresentados na Tabela 9. A regido escura representa a regido organizadora do
nucléolo.

—
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4.3.5 Perinereis anderssoni

4.3.5.1 Caracterizacao do cariétipo
Perinereis anderssoni apresenta um complemento cromossdmico de 2n=28, NF=56.
Os 14 pares cromossomicos bibraquiados foram agrupados em 10 pares metacéntricos e
quatro pares submetacéntricos (Fig. 12), conforme o indice centromérico.
Para a caracteriza¢ao do numero diploide foram analisadas 209 metafases de um total
de 70 individuos (Tabela 10). Metafases que apresentaram nimeros diploides menores que o
modal (2n=28, 71%) foram consideradas incompletas como resultado de rupturas celulares

durante a preparacao citologica.

Tabela 10: Analise do complemento cromossomico de Perinereis anderssoni.

Células analisadas Nimero cromossémico

N=209 25 ou menos 26 27 28
Quantidade de células 31 13 15 150
Porcentagem 14,83 6,22 7,17 71,0

Numero cromossdmico modal (2n)=28; NF=56

4.3.5.2 Bandeamento NOR em Perinereis anderssoni

Nas dezessete metafases de quatro individuos, coradas com nitrato de prata, foram
evidenciadas de duas a dez marcagdes, sendo esta variacdo inter- e intraindividual. Na figura
12b se observa uma com quatro marcagdes. No idiograma (Fig. 13), foram representadas
aquelas com o nimero maximo de marcagdes observadas (= 10), com a seguinte distribuigao:
regides teloméricas do brago longo do cromossomo 7, do brago curto do cromossomo 8, do
brago curto e intersticial proximal do brago longo do cromossomo 11, e telomérica do brago
curto do cromossomo 12. Infelizmente as marcagdes desta metafase foram perdidas, pois se
esvaeceram antes de serem fotomicrografadas. A reconstru¢do da localizagdo das bandas foi
realizada tendo por base as metafases em coloragdo convencional junto ao desenho
esquematico, em papel, das mesmas, porém bandeadas. Esse padrao de bandas foi observado

em cinco metafases de um mesmo individuo, que apresentou de duas a dez marcagoes.
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Figura 12: Cariograma de Perinereis anderssoni, em coloragdo convencional e organizado segundo a
morfologia cromossomica (a); bandeamento NOR de uma metafase com quatro marcagdes (b). As setas indicam
cromossomos portadores do organizador nucleolar. As barras representam 10um.
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4.3.5.3 Idiograma de Perinereis anderssoni
O idiograma de Perinereis anderssoni (Fig. 13) foi construido a partir das medi¢des de

seis metafases obtidas de quatro individuos (Tabela 11).
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Tabela 11: Medidas cromossomicas e classificacdo baseada em seis metafases de Perinereis anderssoni.

”m”=metacéntrico; “sm”=submetacéntrico; SE=Erro padrio..

Par cromossomico | Comprimento indice Morfologia
relativo (%) centromérico cromossomica
(média £ 2SE) (média £ 2SE)

1 12,16 £ 0,15 41,34+ 0,2 m

2 11,47 £0,16 45,23 £0,7 m

3 10,77 £ 0,11 46,34 £ 0,43 m

4 8,18 £ 0,09 46,59 £0,3 m

5 6,72 £ 0,05 43,03 £0,9 m

6 6,33 £ 0,07 43,27+0,79 m

7 6 £ 0,05 43,46 £ 0,72 m

8 5,6 £0,07 43,9+0,9 m

9 5,25+0,09 46,69 £ 0,73 m

10 4,79+ 0,13 44,46 £ 0,76 m

11 6,68 + 0,09 30,63 £ 0,54 sm

12 5,93 +0,07 33,32 +0,35 sm

13 5,24 £ 0,07 33,23 £ 0,48 sm

14 4,8+0,05 33,84 £ 0,48 sm

Figura 13: Idiograma dos cromossomos de Perinereis anderssoni baseados nos valores do comprimento relativo
e indice centromérico apresentados na Tabela 11. As regides escuras representam os organizadores nucleolares.
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4.3.6 Perinereis vancaurica

4.3.6.1 Caracterizacao do cariétipo.

O complemento cromossomico de Perinereis vancaurica mostra um nimero diploide
de 2n=28 e NF=56, com todos os elementos bibraquiados (Fig. 14). Conforme o indice
centromérico foram evidenciados 13 pares cromossOmicos metacéntricos € um par
submetacéntrico.

O complemento cromossdmico foi caracterizado a partir da observagao de 30
metafases de um tnico individuo, (Tabela 12). Metafases com mais ou menos cromossomos
do que o niimero modal (2n=28, 70%) foram consideradas produto de rupturas e misturas

celulares, respectivamente, ocorridas durante a preparagdo das laminas citologicas.

Tabela 12: Analise do complemento cromossomico de Perinereis vancaurica.

Células analisadas Numero cromossémico

N=30 25 ou menos 26 27 28 30
Quantidade de células 7 1 . 21 1
Porcentagem 23,4 33 0 70 33

Numero cromossdmico modal (2n)=28; NF=56

4.3.6.2 Bandeamento NOR em Perinereis vancaurica
Uma unica metafase (a mesma apresentada no cariograma) foi analisada com nitrato
de prata. O individuo apresentou dois pares cromossdmicos portadores da regido organizadora
nucleolar, em um deles localizada na regido telomérica do brago longo do segundo par
cromossOmico, ¢ a outra localizada na regido telomérica do brago curto do nono par

cromossomico (Fig. 14b e 15)
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Figura 14: Cariograma de Perinereis vancaurica em coloragdo com Giemsa (a); bandeamento NOR (b). As
setas indicam os cromossomos portadores da regido organizadora do nucléolo. As barras representam 10pm.
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4.3.6.3 Idiograma de Perinereis vancaurica.
O idiograma de Perinereis vancaurica (Fig. 15) foi construido a partir das medi¢des de duas

metafases obtidas de um Unico individuo (Tabela 13).
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Tabela 13: Medidas cromossomicas e classificacdo baseada em duas metafases. “m”=metacéntrico;
“sm”=submetacéntrico; SE=Erro padrao.

Par cromossomico | Comprimento indice Morfologia
relativo (%) centromérico cromossomica
(média £ 2SE) (média £ 2SE)

1 10,82 £ 0,36 40,01 £ 0,19 m

2 9,72+ 0,12 45,14 £0,27 m

3 8,96 £ 0,25 40,31 £ 0,69 m

4 7,2 £0,09 45,62 £ 0,86 m

5 7,08 £0,1 47,35+1,32 m

6 7,2+0,15 41,58 £0,18 m

7 6,5+0,3 45,65+ 0,19 m

8 6,6 £ 0,06 45,88+ 1,3 m

9 6,35+0,03 49,01 £ 0,05 m

10 6,35+ 0,02 46,91 £ 1,35 m

11 6,080 41,86 £1,08 m

12 6,1 £0,01 43,98 £ 0,02 m

13 5,62 £ 0,04 46,52 £ 0,15 m

14 53+0,14 29,07 £3,88 Sm

Figura 15: Idiograma dos cromossomos de Perinereis vancaurica baseando-se nos valores do comprimento
cromossomico relativo e indice centromérico (Tabela 13). As regides escuras representam as regides

organizadoras do nucléolo.
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4.3.7 Pseudonereis palpata

4.3.7.1 Caracterizacao do cariétipo.

Pseudonereis palpata apresenta um niimero diploéide de 2n=28, NF=56, com todos os
cromossomos bibraquiados (Fig. 16). O cariotipo estd organizado em 11 pares cromossdmicos
metacéntricos e trés pares submetacéntricos.

O complemento cromossdomico foi caracterizado a partir da observacdo de 23
metafases de dois individuos (Tabela 14), sendo que 86,95% das metdfases analisadas
mostraram 2n=28. Metdfases com menos cromossomos do que o numero modal de 28, sdo
consideradas produto de rupturas celulares, ocorridas durante a preparacdo das laminas

citologicas.

Tabela 14: Analise do complemento cromossomico de Pseudonereis palpata.

Células analisadas Numero cromossémico

N=23 25 ou menos 26 27 28
Quantidade de células 1 2 20
Porcentagem 4,34 0 8,69 86,95

Numero cromossdmico modal (2n)=28; NF=56

4.3.7.2 Bandeamento NOR em Pseudonereis palpata.
Sete metafases de dois individuos foram bandeadas com prata. Um dos individuos
apresentou uma unica metafase com duas marca¢des cromossomicas € 0 outro mostrou uma
metafase com duas e cinco com uma. Em ambas as situagdes, as marcagdes foram localizadas

no telomero do brago curto do par 13 (Fig.16b,c e 17).
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Figura 16: Cariograma de Pseudonereis palpata com coloragdo convencional, organizado segundo o tamanho
e morfologia cromossdmica (a); bandeamento NOR com uma marcagio (b) e com duas marcacdes (c). As setas

indicam os cromossomos portadores das regides organizadoras do nucléolo. As barras representam 10um.
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4.3.7.3 Idiograma de Pseudonereis palpata

O idiograma de P. palpata (Fig. 17) foi construido a partir das medigdes de 4

metafases obtidas dos dois individuos analisados (Tabela 15).
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Tabela 15: Medidas e classificagdo cromossOmicas baseadas em quatro metafases. “m”=metacéntrico;

“sm”=submetacéntrico; SE= Erro padrdo.

Par Comprimento indice Morfologia
cromossomico relativo (%) centromérico cromossomica
(média £ 2SE) (média £ 2SE)

1 14,32 £ 0,26 46,48 £0,33 m

2 12,95 £ 0,06 47,21 £0,27 m

3 11,93 £0,13 46,97 £0,5 m

4 9,2+0,13 41,59 £ 1,17 m

5 6,22+ 0,11 42,75 £ 0,49 m

6 5,42 +£0,03 40,73 £ 0,93 m

7 5,33+0,09 45,06 £ 0,1 m

8 4,92 £0,09 39,93+0,3 m

9 4,62 10,13 42,14+0,3 m

10 4,47+ 0,09 42,26 £1,02 m

11 3,8+0,1 43,56 £ 0,67 m

12 7,63 £ 0,03 32,67+0,8 sm

13 4,8+0,03 34,61 £0,6 sm

14 43+0,17 33,65 £ 0,6 sm

Figura 17: Idiograma de Pseudonereis palpata, construido a partir dos valores do comprimento relativo e indice
centromérico apresentados na Tabela 15. A regido escura indica a posi¢ao do organizador nuleolar.
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5 Discussao
A Tabela 16 sumariza o conjunto de dados citogenéticos das espécies da familia

Nereididae obtidos no presente trabalho e aqueles descritos na literatura.

Tabela 16. Resumo dos dados citogenéticos de espécies da familia Nereididae. Pro = procedéncia (IM = Ilha do
Mel, AN = Atlantico Norte, CP = canal Perequé, IT = Italia, CM = canal da Mancha, PN = Pacifico Norte, SC =
Escandinavia, RO = Rio Omoi -Japdo); 2n = niimero diploide; NF = nlimero fundamental; N° NOR = quantidade
maxima de marcagdes NOR; int = localiza¢ao intersticial; t = localizacdo telomérica. N/d = Ndo determinado.

Espécie Pro 2n NF Férmula cariotipica N° Cromossomo
M |sm |st t T NOR  marcado
Platynereis dumerilii® M 28 56 11 3 - - - 4 1.int.
8.t
_Platynereis dumerili'? AN 28 56 7 7 - - - 4 56.t
Perineris anderssoni® M 28 56 10 4 - - - 10 7-8-11-12.t
11.int
Perinereis ponteni® M 28 “54” 13 - - - 1 2 1.t
Perinereis vancaurica’ Cp 28 56 13 1 - - - 4 29.t
Perinereis macropus® IT 28 56 6 5 3 - - 2 12-7 .t
Perinereis nuntia®® 28 56 10 4 N/d
_Perinereis cultrifera® CM__ 34 2 _ N/d
_Pseudonereis palpara® M _ 28 56 11 3 - - - 2 13.t
Nereis oligohalina® CP 28 55 7 1 3 2 1 4 1-12.t
Nereis diversicolor™® SC 28
CM 32 ?
Nereis acuminata® AN 22 22 - - - - 11 N/d
PN 18 36 4 - 5 - -
Nereis arenaceodentata"® AN 24 26 1 - - 11 N/d
PN 18 34 1 - 7 1
_Neanthes japonica™ __ RO__28 56 - - Sis XX-XY N
_Laconereisculvert” _ _ _ __CP__38 1475 ] N/d
(1) Jha et al. (1995). (4) Ometz (1963). (7) Sato e Ikeda (1992).
(2) Lipari e Vitturi (1994). (5) Weinberg (1990). (8) Christensen (1980).
(3) Zheng et al (1992). (6) Pesch (1988). (9) Presente Trabalho.

Os tamanhos cromossdmicos e nimeros diploides em poliquetas tendem a ser menores
e menos variaveis se comparados com outros invertebrados marinhos, como por exemplo, os
oligoquetas (2n=22-190, moda=36) (GREGORY e¢ HEBERT, 2002). O ntimero diploide (2n =
28) de seis das sete espécies de nereidideos analisadas no presente trabalho coincide com o da
maioria dos nereidideos descritos na literatura (JHA et al., 1995; LIPARI e VITTURI, 1994;
ZHENG et al., 1992; SATO e IKEDA, 1992). As excecdes a este padrdo foram registradas em
Nereis arenaceodentata (2n=18-24) (PESCH, 1988), Perinereis cultrifera (2n=34), Nereis
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diversicolor (2n=32) (Ometz, 1963), ¢ Laeonereis culveri (2n=36) (presente trabalho).
Posterior a primeira descricdo de N. diversicolor, acima mencionada, D. R. DIXON
(informacdo verbal em JHA et al., 1995), analisando material de varias localidades da costa
da Inglaterra, mostrou que o 2n para esta espécie ¢ igual a 28, contrariando, assim, a
determinacgdo original.

Uma particularidade dos poliquetas no tocante a variagdo no nimero cromossomico €
que esta as vezes esta relacionada com o padrdo reprodutivo, como ¢ o caso de algumas
espécies da familia Dorvilleidae (AKESSON, 1975), e do nereidideo N. arenaceodentata
(2n=18-24) que exibe um modo de reproducdo pouco comum entre os nereidideos, ja que os
juvenis sao criados dentro do tubo com cuidados parentais. Situagdo similar e peculiar ocorre
em L culveri (2n=38), uma espécie gonocorica como a maior parte dos nereidideos, mas sem
formacao de epitoco. Os individuos reprodutores sdo dtocos como muitos nereidideos de dgua
doce ¢ baixa salinidade (KLESCH, 1970).

O restante dos nereidideos estudados, com 2n=28, passam pelo processo de epigamia
liberando seus gametas na dgua. Embora a variacdo no numero dipldéide dentro de um grupo
taxondmico ndo esteja, provavelmente, ligada a uma tnica causa ou efeito (KING, 1993), a
natureza conservadora do resto do grupo parece indicar que as variagdes cromossdmicas
interespecificas dentro dos nereidideos estariam relacionadas de alguma maneira com o
padrao reprodutivo, embora os mecanismos ainda ndo estejam claros.

A analise dos dados das bandas NOR levou em conta o nimero maximo de marcagoes
observadas em pelo menos uma célula. Em alguns casos foram observadas variagdes em
numero de marcagdes inter e intraindividualmente. A técnica de deteccdo de NOR, pela
impregnacdo de prata, permite detectar unicamente as que estiveram ativas na Ultima
intérfase, isto €, que colaboraram com a produg¢do de ribossomos para a replicagdo génica. No
contexto desta discussdo, interessa saber a quantidade total de regides de seqiiéncias de rDNA

no cariodtipo, independente da sua atividade num ou outro ciclo celular.

5.1 Platynereis dumerilii.

Platynereis dumerilii ¢ uma espécie presumidamente cosmopolita, embora seja
provavel que este nome abrigue de fato um complexo de espécies (FAUCHALD, 1977). Os
dados citogenéticos de exemplares de P. dumerilii da Ilha do Mel (= IM), quando comparados
aos dos do Atlantico Norte (= AN)(JHA et al., 1995), mostraram semelhancgas e diferencas.

Populagdes de ambas as localidades apresentaram o 2n=28, NF=56, ¢ o comprimento relativo
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dos cromossomos praticamente igual. As férmulas cariotipicas diferem na quantidade de
cromossomos metacéntricos € submetacéntricos, o que sugere a acdo de rearranjos
cromossomicos do tipo das inversdes pericéntricas envolvidas na modelagem dos respectivos
cariotipos.

Esta afirmagdo estd baseada na andlise comparativa entre os idiogramas e tamanhos
relativos dos cromossomos envolvendo as duas populagdes: populacao NA (JHA et al., 1995)
e populacao IM, dados do presente trabalho, o que representa uma comparagdo mais realista
Cromossomo a cromossomo. Ao reagrupar oS cromossomos por tamanho, independente da
morfologia, as bandas NOR de P. dumerilii do AN ficam localizadas nos cromossomos 9 e
11, ambos metacéntricos pequenos, enquanto que as NOR de P. dumerilii da IM ficam
localizadas nos cromossomos 1 (intersticial) e 9.

Nas relagdes filogenéticas, a presenga de um unico par portador da NOR tem sido
considerada condi¢do ancestral na maioria dos vertebrados (SCHMID 1978; AMEMIYA e
GOLD 1990), em alguns invertebrados (VITTURI et al., 1991), inclusive em poliquetas
(SELLA, VITTURI e RAMELLA, 1995), todos os demais fen6tipos NOR (com dois ou mais
pares portadores das NOR) sdo considerados derivados (HSU et al., 1975). As NOR achadas
nos dois citotipos de P. dumerilii conduzem a hipotese de um cariotipo ancestral composto de
28 cromossomos bibraquiados € uma NOR localizada no cromossomo 9. Durante ou apos a
radiagdo colonizadora da espécie, as NOR teriam se amplificado para outros cromossomos em
forma independente, gerando os dois citdtipos NOR divergentes observados, cada um
ocupando hoje sua respectiva distribui¢do geografica. P. dumerilii ¢ a primeira espécie de
poliquetas a apresentar uma NOR de posi¢ao intersticial.

Apesar da existéncia destas diferencas elas ndo sdo suficientes para a argumentacao de
que Platynereis dumerilii seja de fato um complexo de espécies, tendo em vista que mudancgas
cromossomicas de adicdo de seqiiéncias repetitivas, seja heterocromatina ou NOR, sdo
alteragdes cariotipicas consideradas neutras, ndo gerando, portanto, heteroses negativa, i.e.,
diminuicado da fertilidade (KING, 1993), embora possam acompanhar a radiagdo adaptativa de
populacdes ou subpopulacdes, ndo tém a capacidade de causar divergéncia evolutiva nas
espécies.

Se existir tal complexo, as diferenciagdes especificas ndo estdo se refletindo
citogeneticamente ou ndo existem entre as duas localidades analisadas (zonas de entre marés).
Neste caso, seriam interessantes estudos comparativos envolvendo populacdes entre marés

com aquelas de locais mais profundos.
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5.2 Perinereis

O género Perinereis ¢ considerado polifilético e ¢ também um dos mais politipicos da
familia. As trés espécies analisadas, P. ponteni, P. anderssoni e P. vancaurica, além de
Perinereis macropus (LIPARI e VITTURI, 1994) e P. nuntia (ZHENG et al., 1992)
apresentaram um 2n=28, com diferengas nas formulas cariotipicas, isto ¢, na quantidade de
cromossomos em cada uma das categorias morfologicas com respeito a posicao do
centromero. Dentre estas, P. ponteni ¢ a Unica espécie com o NF=54; ao contrario das outras
quatro espécies mencionadas, com todos os cromossomos bibraquiados (NF=56), o seu
cariétipo contém um par telocéntrico (Fig 11; Tabelal6 ).O surgimento de um elemento
telocéntrico pode ser produto de uma inversdo pericéntrica. Porem, no caso particular de
Perineris ponteni, ndo se descarta a possibilidade de que o par telocéntrico, o menor do
complemento cromossdmico, seja produto da preparacdo citologica, ja que todas as metafases
analisadas desta espécie apresentaram os cromossomos com um alto grau de contragao.

As cinco espécies de Perinereis com 2n=28 ¢ NF=56, mostram uma tendéncia a
estabilidade cariotipica. As diferencas nas formulas cariotipicas (localizagdo do centromero)
(Tabela 16), considerando a escassez geral de heterocromatina nestes organismos, levam a
supor que rearranjos cromossomicos do tipo das inversdes pericéntricas foram os responsaveis
pela modelacao dos diferentes cariotipos. Uma excecao a constancia cariotipica foi observada
em P. cultrifera que mostrou o numero dipléide discordante com o grupo (2n=34).

Em uma analise morfoldgica relativamente abrangente de nereidideos com paragnatas
(BAKKEN e WILSON, 2005), foram estabelecidos quatro clados principais separando grupos
de espécies. Em dois destes clados localizam-se espécies do género Perinereis junto com
espécies do género Nereis e Neanthes, entre outros. P. cultrifera encontra-se num clado
distante, e mais derivado, daquele que inclui P. nuntia. A separagdo de P. cultrifera com base
na morfologia, do grupo de espécies com 2n=28, permite por enquanto supor que pode ter
existido mais de uma tendéncia cariotipica dentro do género Perinereis.

O padrado de localizagdo cromossomica das NOR mostrou uma ampla variagdo dentro
do género Perinereis, exibindo de um a quatro pares cromossomicos portadores. Com base na
discussdo anterior sobre Platynereis dumerilii, observa-se que P. ponteni ¢ a espécie que
conserva a condi¢do mais primitiva (um Unico par portador de NOR), enquanto P. macropus,
P. vancaurica e P. anderssoni apresentam condi¢des mais derivadas por apresentarem mais

de um par cromossomico com NOR, embora ndo necessariamente formando um agrupamento
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de espécies compartilhando algum carater. De fato, a localizagdo cromossdmica das bandas
NOR nestas tltimas trés espécies € bastante diversa.

Com base na posi¢do das NOR nos caridtipos, P. macropus, com uma de suas
marcagdes num metacéntrico pequeno, seria ancestral em relacdo a P. anderssoni, que
apresenta dois metacéntricos pequenos portadores. Este agrupamento mostra concordancia
com a proposta de HUTCHINGS et al. (1991) (ver Anexo 3), na qual ambas as espécies
pertencem ao grupo 1B. Por outro lado, P. ponteni (com a NOR no par 1) e P. vancaurica
(nos pares 2 e 9) indicam origens independentes as duas mencionadas anteriormente e
igualmente independentes entre si. Sem duvida, ha a necessidade de se analisar um numero
maior de espécies para preencher estas lacunas e melhor esclarecer as relagdes cariotipicas

entre as espécies do género Perinereis, género reconhecidamente polifilético.

5.3 Pseudonereis palpata

P. palpata apresentou também o numero dipléide mais comum dentre os nereidideos,
2n=28, e um caridtipo semelhante aos das espécies do género Perinereis, pela presenca dos
trés primeiros cromossomos de tamanho relativamente maior ao resto do complemento. A
presenga de um unico cromossomo portador da NOR revela a conserva¢ao de uma condigdo

ancestral.

5.4 Nereis e Neanthes

Nereis ¢ o género mais diversificado cariotipicamente da familia. Duas das espécies
listadas na Tabela 18, Neanthes japonica (segundo SATO e IKEDA, 1992) e Nereis
diversicolor (segundo OMETZ, 1963), ja foram posteriormente referidas ao género Hediste
(FONG e GARTHWAITE 1994).

Os nomes Neanthes arenaceodentata, Nereis acuminata e Neanthes caudata t€m sido
aplicados indistintamente a populagdes de nereidideos com ampla distribui¢do no Atlantico
norte, tanto na Europa como nas costa pacifica e atlantica dos Estados Unidos. Nao ¢ objetivo
deste trabalho clarificar a confusa historia taxondmica deste tdxon, considerado cosmopolita,
com base nas semelhancas morfologicas de espécies geograficamente isoladas. Apesar disto, €
quase certo que sob este nome se abriga um complexo de espécies morfologicamente muito
proximas, como sugerido a seguir. PESCH ef al. (1988), analisaram duas populacdes referidas

a Neanthes (Nereis) arenaceodentata, respectivamente da costa da Califérnia (Pacifico dos
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USA) e do Connecticut (costa Atlantica dos EUA). As diferengas cariotipicas: 2n=18, NF=34
(oito pares bibraquiados) e 2n=22, NF=24 (um par bibraquiado), fizeram com que estes
autores reconhecessem estas populacdes como pertencentees a espécies distintas.
Posteriormente, WEINBERG et a/ (1990) analisaram também duas populagdes alopatricas de
Nereis acuminata da Califérnia (Pacifico) e Connecticut (Atlantico), mas de localidades
diferentes as de PESCH et al. (1988). Novamente, as diferencas cariotipicas achadas: 2n=18,
NF=36 (Pacifico) e 2n=22, NF=22 (Atlantico), somada ao isolamento reprodutivo observado
em laboratorio, levaram os autores a propor a existéncia de um complexo de espécies irmas.

Em resumo, os dados citogenéticos e comportamentais, apresentados por WEINBERG
et al. (1990) e PESCH et al. (1988), sugerem que a as populagdes do Pacifico representam
uma nova espécie distinta daquelas populacdes descritas no Atlantico. Adicionalmente, cada
uma das espécies seria politipica devido a existéncia de populagdes com diferentes NF. E
bastante provavel que situagdes similares ocorram com outros taxa de Nereididae, atualmente
reconhecidos como cosmopolitas, mas que se revelardo verdadeiros complexos de espécies,
com a intensificacdo de estudos ecologicos, citogenéticos e moleculares.

A espécie Nereis oligohalina compartilha o 2n=28 com a maioria das espécies de
nereidideos. No entanto, quando comparada com outras espécies do género, como N.
acuminata € N. arenaceodentata, mostra-se bem distante do ponto de vista da citogenética.
FAUCHALD (1977) afirmou que Nereis como género constitui um grupo heterogéneo de
espécies que pode ser dividido em diferentes grupos menores mais ou menos homogéneos,

mas tal revisdao ainda necessita ser feita.

5.5 Laeonereis culveri

Esta foi a tnica espécie a apresentar um nimero diploide superior ao caracteristico
2n=28, ¢ também o maior numero até agora registrado para a familia, 2n=38.
Filogeneticamente encontra-se em uma posicao basal e bem distante das outras espécies ja
apresentadas. Uma outra caracteristica distintiva da espécie foi a presenga de uma quantidade
extremamente elevada de nucléolos (revelados pela impregnacdo de prata), na ordem de 20
marcagdoes em média. Nas demais espécies analisadas, o nimero de nucléolos nas células
interfasicas, concordante com o niamero de cromossomos portadores das NOR, alcangou um
maximo de cinco marcagdes por célula. Embora nao tenha sido possivel o bandeamento NOR
nas metafases de L. culveri, a quantidade de nucléolos observada leva a supor a existéncia de

numerosos cromossomos portadores de NOR, sugerindo uma elevada capacidade de
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amplificacdo e dispersao de seqliéncias rDNA entre cromossomos ndao homodlogos. Esta
marcada diferenca no nimero dipléide sugere que a separacao desta espécie, em relagcdo as
demais, teria acontecido na origem do grupo taxondmico e seguido um curso independente de

evolugdo cariotipica.

5.6 Nereididae

A uniformidade cariotipica ja sugerida por JHA et al. (1995), foi reafirmada com o
incremento de mais seis espécies caracterizadas por um nimero diploide de 2n=28, NF=56.
Neste sentido, a familia Nereididae ndo ¢ um caso particular de uniformidade cromossomica.
As familias Capitellidae, Nephtyidae, Syllidae e Dorvilleidae tém nuameros dipldides
relativamente uniformes (Anexo 2). Ao nivel de familia ou sub-familia, estas estdao
caracterizadas na sua maior parte por nimeros cromossdmicos pouco variaveis, ¢ cada grupo
pela sua vez ¢ distinguivel dos outros. Em um nivel hierarquico inferior de classificacdo
(género e espécie), observa-se ainda menos variagdao, o que indica que as espécies recentes
tenham sofrido especiagdo na auséncia de rearranjos cromossdmicos. Por outro lado, as
diferencas existentes entre as categorias superiores, com 2n=6 a 2n=64, indicam que durante a
origem e estabelecimento das familias modernas existiu um periodo de marcada evolucao
cromossomica, seguido de diversificagdo morfoldégica ndo acompanhada de mudangas
cromossomicas significativas. Um padrdo similar foi observado em familias de tartarugas
(BULL, MOON e LEGUER, 1974; BICKHAM, ¢ BAKER, 1976).

Pseudonereis palpata, uma das espécies cariotipicamente uniforme dentro da familia,
¢ endémica das aguas do Atlantico Sul, sugerindo que a estabilidade cromossdmica do grupo
teria sido atingida antes dos membros da familia colonizarem a atual costa do Atlantico Sul.

Todas as familias de poliquetas, incluindo a maioria dos seus géneros, tém sido
reportadas em todos os oceanos ¢ em todas as profundidades (GLASBY ¢ ALVAREZ, 1999).
Segundo FAUCHALD (1984), a ampla distribui¢do das familias e géneros € conseqiiéncia da
antiga historia evolutiva do grupo. Os escassos registros fosseis mostram que as familias
atuais teriam se diferenciado bem antes da ruptura da Pangea, em contraste com os teledsteos,
equinodermos e crustaceos, que experimentaram radiagdo posterior.

O fator que parece estar correlacionado com o padrao de estabilidade cromossdmica ¢
a idade geologica do grupo. Esse tipo de estabilidade dentro de grupos antigos de espécies €
explicado pelo “Modelo de Canalizacdo” de BICKHAM e BAKER (1979), ou seja, o nivel

taxondmico no qual ocorre variagdo cromossomica estd correlacionado com o tempo
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evolutivo em que a linhagem tenha ocupado uma zona adaptativa. No género Ctenomys
(Rodentia), por exemplo, surgido ha menos de 2 milhdes de anos, as variagdes cromossdmicas
atingiram o nivel especifico (BIDAU, GIMENEZ e CONTRERAS, 1996; MASCHERETTI et
al., 2000).

O Modelo de Canalizacdo prediz que a evolugdo cromossOmica ¢ mais rapida
imediatamente apds as colonizagdes de novas zonas adaptativas e que a estabilidade
cromossOmica caracteriza linhagens que tenham evoluido para um cariotipo 6timo na sua
respectiva zona adaptativa. Neste ponto, entdo, a progressdo do processo evolutivo fica por
conta de mudangas génicas sem perturbagdo da estrutura cromossdmica. No contexto deste
modelo, os autores formularam a hipdtese de que os diferentes graus de estabilidade
cromossOmica nao estariam relacionados, primariamente, com a estrutura social das
populacdes (baixa fertilidade, alta capacidade de movimentagdo e delimitacdo de nichos),
como sugerido para explicar a uniformidade cariotipica em Cetacea (ARNASON et al,
1980)), mas com o tempo de permanéncia destes grupos em suas zonas adaptativas.

O modelo poderia tentativamente explicar o curso evolutivo nos poliquetas, em
especial nos Nereididae, mas esta ainda longe de ser conclusivo. Varias sdo as dificuldades
impostas pela natureza do modelo, destacando-se a absoluta auséncia de evidéncias a favor do
valor adaptativo inerente ao caridtipo de um organismo, principal premissa do modelo.

As espécies atuais da familia apresentam uma das caracteristicas mais favordveis a
conservagao cariotipica: genomas pequenos com quase auséncia de regides heterocromaticas,
ou neutras; caracteristica compartilhada por espécies da Classe Hirudinea (VITTURI et al,
2002).

As caracteristicas na estrutura dos genomas e o potencial dos elementos transponiveis
causando rupturas em sitios particulares, podem levar a formagao de certos tipos de rearranjos
envolvendo cromossomos especificos ou genomas inteiros. A aparente uniformidade
cromossomica encontrada em familias de plantas e animais (KING, 1993), sugere que
genomas particulares t€ém um alto potencial de mudanga, enquanto outros permanecem
congelados no tempo. O tipo e a freqii€éncia dos rearranjos cromossdmicos dependem da
estrutura e organizacdo do DNA. Se como observado por (COLLINS ¢ RUBIN, 1984), os
sitios de inser¢ao de elementos moveis nao sdo aleatorios, os sitios e as freqiiéncias dos
rearranjos cromossdmicos também ndo sao.

O que levou a estes genomas a interromper a reestruturacdo de seus caridtipos foram

provavelmente fatores adaptativos, de dificil determinagdo nas condigdes metodoldgicas hoje
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disponiveis. O atual conhecimento sobre a citogenética dos nereidideos ndo deixa duvidas de
que existe uma constancia no nimero diploide e NF, ao mesmo tempo que a morfologia
cromossOmica atingiu certo grau de variacdo. Na medida em que as inversdes pericéntricas
constituem-se, aparentemente, no Unico tipo de rearranjo capaz de alterar a posi¢do do
centromero sem modificar o 2n e NF, é provavel que seja este o principal mecanismo de

evolugdo cromossdmica operando nos géneros e espécies atuais da familia.

6 Conclusoes

- Para o estabelecimento de rotinas laboratoriais para trabalhos citogenéticos, as espécies
dos géneros Perinereis, Nereis, Pseudonereis e Platynereis reagem satisfatoriamente as
condigdes de cultivo, aceitam alimento artificial e sdo capazes de entrar em fase
reprodutiva. Laeonereis culveri mostrou-se muito mais sensivel em condi¢cdes de
laboratorio.

- A taxa de regeneragdo de tecido ¢ dependente do fotoperiodo e da faixa etéria.

- Os caridtipos determinados em Perinerei ponteni (2n=28; NF=55), P. anderssoni (2n=28;
NF=56), P. vancaurica (2n=28; NF=56), Pseudonereis palpata (2n=28; NF=56), Nereis
oligohalina (2n=28; NF=56) e Platynereis dumerilii (2n=28; NF=56) reafirmam mais uma
vez a estabilidade cariotipica das espécies de Nereidideos. A conservacdo dos niimeros
diploides, numeros fundamentais e, por outro lado, as variagcdes nas féormulas cariotipicas
indicam que as inversdes pericéntricas representam, aparentemente, o principal
mecanismo responsavel pela evolucao cromossdmica na familia Nereididae.

- As poucas diferencgas encontradas entre Platynereis dumerilii do Atlantico Norte (2n=28;
NF=56), ¢ P. dumerilii da Ilha do Mel (Parand, Brasil) (2n=28; NF=56), reveladas nas
suas formulas cariotipicas e localizacdo cromossomica das NOR, ndo apoiam a idéia da
existéncia de um complexo de espécies, mas sim de espécie politipica.

- As localizagdes cromossomicas das regides organizadoras do nucléolo (NOR) permitiram
relacionar Perinereis anderssoni a P. macropus, sendo esta ultima ancestral em relacdo a
primeira.

- As bandas NOR presentes em Perinereis ponteni e P. vancaurica tém origens

independentes.
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- Laeonereis culveri com 2n=38, mostrou o maior nimero dipléide encontrado na familia
Nereididae. Mostrou-se também distinta no que se refere as NOR, devido a presenca de
numerosas marca¢des com nitrato de prata.

- A estabilidade cariotipica tem atingido o nivel de familia no caso dos poliquetas. A
diversidade em numeros dipldides, 2n=6 até¢ 2n=64, indica que durante a origem e
estabelecimento das familias modernas (antes da ruptura da Pangea) a evolugdo
cromossomica teve um papel importante, seja causal ou ndo. Ocorreu em um periodo
restrito (ndo necessariamente curto) de radiacdo adaptativa do grupo, deixando de operar
durante os processos de dispersdo ou vicariancia posteriores, o que propiciou um periodo
de conservacao cariotipica que se estende até a época atual. Ja nos niveis genéricos e
especificos, as mudancas cromossdmicas operantes sdo do tipo neutro, envolvendo
principalmente inversdes pericéntricas em algumas familias e fusdes céntricas em outras.

- Os achados citogenéticos aqui relatados sao inéditos & América do Sul.
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GLOSSARIO

BIBRAQUIADO: cromossomo de dois bragos

CARIOGRAMA: representacao grafica do cariotipo, tomando-se em conta 0 nimero e
morfologia cromossdmica.

CARIOMORFOS: refere-se aos diferentes cariotipos presentes numa espécie polimorfica
(dentro de uma mesma populagdo) ou politipica (em subespécies diferentes).

CARIOTIPO: conjunto de caracteristicas cromossémicas de uma determinada espécie, entre
outros, nimeros dipldide e fundamental, morfologia e padrdes de bandas cromossomicas.
EFEITO DE POSICAO: diferenca na expressdo fenotipica de um ou mais genes causada por
uma modifica¢do em sua relagdo espacial com outros genes no cromossomo.

EPIGAMIA: modificagdo estrutural no individuo adulto em um estagio reprodutivo ou
epitoco.

FUSAO CENTRICA: a fusio de dois cromossomos acrocéntricos para formar um
cromossomo bibraquiado.

GENOMA: conteudo genético dos cromossomos.

GONOCORICO(A): individuo com gdnadas funcionais de apenas um sexo; populago
reprodutora composta de individuos machos e fémeas.

HETEROCROMATINA (CONSTITUTIVA): segmento cromossOmico que se apresenta
permanentemente condensado; geneticamente inactivo; composto por DNA altamente
repetitivo e que replica tardiamente na fase S.

HETEROMORFISMO (CROMOSSOMICO): cromossomos homologos que diferem em
tamanho ou morfologia.

HETEROSES: superioridade do heterozigoto em relacao ao homozigoto respeito de um ou
mais caracteres; também conhecido como vigor hibrido. E o resultado fenotipico da
interaccao génica em heterozigotos.

HOMEOLOGIA: refere-se a homologia residual de cromossomos originalmente homologos.
IDIOGRAMA: representacdo esquematica do caridtipo, fundamentada em medicdes do
indice centromérico e tamanho relativo dos cromossomos.

INVERSAO PERICENTRICA: rearranjo cromossdmico que envolve duas quebras em dois
locais distintos do cromossomo, com o centrdmero entre as duas quebras, seguido de um giro
de 180° do fragmento e posterior fusdo deste ao restante do cromossomo. Na maioria dos
casos, a posicao relativa do centromero ¢ alterada.

LIGULA: projegdo conica ou arredondada dos parapodios.

NEUROPODIO: ramo ventral do parapédio.

NF (NUMERO FUNDAMENTAL): o nimero de bragos cromossdomicos de um cariétipo.
NOTOPODIO: ramo dorsal do parapédio.

PARAGNATA: denticulos esclerotizados presentes na probdscide dos nereidideos .
POLITIPICA: uma espécie ¢ dita politipica quando composta de varias subespécies, um
género quando formado de varias espécies.

PROSTOMIO: regido anterior, regido do corpo pré-segmentar e pretrocal com origem na
larva episfera; olhos e antenas, quando presentes, localizam-se no prostdmio.
SEGREGACAO INDEPENDENTE: quando os membros de um par alélico se transmitem
aos gametas de forma independente dos membros de qualquer outro par alélico.
SUPERGENES: conjunto de dois ou mais genes fisicamente ligados no cromossomo e que
sdo herdados como uma unidade.
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ANEXO 1

Formulas utilizadas nos célculos do Indice Centromérico e comprimento relativo. IC=Indice

centromérico; bc=brago curto; It=comprimento total

bc =+ It)x100 x, —x )

IC (x)= 2 ) Varianca. s’= Z:(’—) Desvio. S=+/s°
N n—1

Error padrao. ES= 9

N

Morfologia=IC + ES

Xr

Comprimento relativo = x 100

Z Compl
onde Xt=média do comprimento de um par cromossémico dado,e

Xcomp=média do comprimento dos complementos cromossomicos.

Na pratica, os dados das medi¢des cromossOmicas e as férmulas foram inseridos numa

planilha do Excel.

Clasificacdo cromossdomica segundo Levan (1972)

IC Cromossomo Nomenclatura
50 metacéntrico M (isocromossomo)
50-37,5 metacéntrico M

37,5-25 submetacéntrico Sm

25-12,5 subtelocéntrico St

12,5-0 Telocéntrico T

0 Telocéntrico T




ANEXO 2

Tabela 17. Numeros cromossdmicos de espécies pertencentes a outras familias de poliquetas.

Familia Espécie 2n-NF Ref.
Capitellidae Capitella TXFF 18 1
Capitella MB/sl 20 1
Capitella ORL 20 1
Capitella sp. la 20 1
Capitella sp. 1 20 1
Capitella OSLO/11 26 1
Capitella sp. 11 26 1
Capitella sp. Illa 26 1
Capitella NYB 26 1
Capitomastus sp 18 1
Capitomastus YAK 26 1
Capitomastus LINK 26 1
Nephthyidae Nephtys incisa 38-76 2
Nephtys hombergi 36 3
Syllidae Sub-F: Exogoninae
Parapionasyllis labronica 12-24 4
Parapionasyllis elegans 12-24 4
Pseudobrania clavata 12-24 4
Exogone naidina 8-16 4
Exogone brevipes 16 5
Sphaerosyllis austriaca 14-28 4
Sphaerosyllis pirifera 14-28 4
Sphaerosyllis bulbosa 18 5
Sub-F: Eusyllinae
Syllides fulva 18 4
Sub-F: Syllinae
Syllidea armillaris 26-52 4
Sub-F: Autolytinae
Autolytus edwarsi 12 3
Autolytus prolifer 12 3
Proceraea picta 8 4
Proceraea macrophthalma 10 4
Dorvilleidae Ophryotrocha costlowi 6-12 6
O sp. macrovifera 6-12 6
O. notoglandulata 6-12 6
O. sp.lLpacifica 6-12 6
O. I labronica 6-12 6
O. p. puerilis 8-16 6
O. p. siberti 8-16 7
O. diadema 8-16 6
O. hartmanni 10-20 6
0. gracilis 10-20 6
O. robusta 10-18 6
Spionidae Polidora curiosa 34 8
Serpulidae Pomatoceros lamarkii 24 9

Pomatoceros triqueter 24 9
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ANEXO 3

HUTCHINGS, REID e WILSON (1991) organizaram as espécies do género Perinereis em
um agrupamento informal de acordo com o nimero de paragnatas em forma de barra
presentes na regido VI da faringe: grupo 1 - espécies com uma paragnata em barra; grupo 2,
espécies com duas paragnatas em barra; grupo 3, com trés ou mais paragantas em barra. Cada
um destes grupos foi, por sua vez, subdividido em A e B, sendo que as espécies incluidas no
subgrupo A sdo aquelas que apresentam ligula notopodial dorsal ndo expandida, enquanto

que as que pertencem ao subgrupo B, ligula notopodial dorsal expandida. (Fig. 18)

Figura 18: A, ligula notopodial de parapddios posteriores expandida (lino); B, paragnatas em forma de barra
(pg)-

A

(1] 1a]




