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RESUMO

LIMA, Claudineia Barbosa de, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, Abril de 2008.
Variacdo Citogenética em Hoplias malabaricus (Bloch, 1794) no limite das
bacias do Alto Paraguai e da Amazonica.

Orientador: Lucio Antonio de Oliveira Campos. Co-Orientadores: Jorge Abdala
Dergam dos Santos e Luiz Orlando de Oliveira

A ordem Characiformes representa um dos grupos dominantes de teledsteos na

regido Neotropical, com ampla distribuicdo geografica. Um desses caraciformes, a

traira Hoplias malabaricus, apresenta aspectos sistematicos ndo resolvidos. Esta

espécie apresenta grande diversidade de padrdes cariotipicos dentro e entre bacias
hidrograficas, com variagcbes na morfologia e nimero cromossémico, em alguns
casos envolvendo sistemas de cromossomos sexuais multiplos. Foram comparadas
populacdes de H. malabaricus das bacias do Alto Paraguai e amazonica,
consideradas isoladas por aproximadamente 10 milhdes de anos. Os espécimes
foram coletados e submetidos a técnicas padrbes de citogenética (coloracédo
convencional, bandas C, NOR e CMA;3). Na drenagem amazonica foram analisadas
amostras de trés afluentes do rio Juruena (rios Sangue, Papagaio e Arinos). No
Sangue as trairas apresentaram 2n=40, férmula cromossémica 18 m +16 sm + 6 st e
namero fundamental (NF) igual a 80; no Papagaio foram 2n=42, férmula
cromossbmica 18 m + 24 sm e NF= 84 e no Arinos apresentaram 2n=42, formula
cromossOomica 20 m + 22 sm e NF= 84. Na bacia do Paraguai, foram amostradas
populacdes dos rios Paraguai, Sepotuba e coOrrego Joaquim do Boche, todas
apresentaram 2n=40, 20m + 20sm e NF=80. A morfologia do citotipo do rio Sangue
foi considerada como nova no presente trabalho. Todas as populagdes
apresentaram regifes heterocrométicas predominantemente centroméricas e alguns
cromossomos com blocos heterocromaticos em regides teloméricas associados com
regides organizadoras de nucléolos. O padrdao de NORs se mostrou variavel, mas
todas a populacdes apresentaram NORs multiplas, demonstrando serem ricas em

GC. A presenca de citotipos semelhantes nas bacias do Paraguai e do Juruena

sugere que a diversificacdo cariotipica precedeu a ultima vicaridncia entre estas

drenagens, ha 10 milhdes de anos. Por outro lado, os citétipos em cada afluente do

Juruena indicam que na bacia amazbnica os processos de diferenciacao

cromossémica podem ter ocorrido de maneira mais intensa do que é observado nas

bacias do sul brasileiro.
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ABSTRACT

LIMA, Claudineia Barbosa de, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, April 2008.
Cytogenetic Variation in Hoplias malabaricus (BLOCH, 1794) in the
boundaries of the Upper Paraguai and amazon basins.

Advisor: Lucio Antonio de Oliveira Campos. Co-advisors: Jorge Abdala Dergam
dos Santos e Luiz Orlando de Oliveira

The order Characiformes is one of the dominant teleost taxa in the neotropical
region, where it is widely distributed. The systematics of one characiform, the trahira
Hoplias malabaricus, is still unresolved. This species is characterized by high levels
of karyotypical variation within and among basins, including differences in
chromosome morphology and number, and in some cases, involving systems of
multiple sex chromosomes. We compared cytogenetic data of populations H.
malabaricus from the Upper Paraguay and amazon basins that have been isolated
for at least 10 million years. Samples were collected and subject to standard
cytogenetic techniques (Giemsa staining, C and NOR banding and CMA;3). In the
Amazon Basin samples from three tributaries of the Juruena River (Sangue,
Papaguaio and Arinos rivers). In the Sangue river they were 2n=40, chromosomal
formula 18 m + 16 sm + 6 st and fundamental number (NF) = 80; in the Papagaio
river trahiras had 2n=42, chromosomal formula 18 m + 24 sm e NF= 84 and in the
Arinos river they were 2n=42, chromosome formula 20 m + 22 sm and NF= 84. In the
Paraguai basin, samples were collected in the Paraguai, Sepotuba rivers and in the
Joaquim do Boche spring. All were 2n=40, with 20m + 20sm and NF=80. Morphology
of the Sangue rivers cytotypes were considered as new proposal in this work. All
populations were characterized by mostly centromeric heterochromatic regions,
whereas some chromosomes showed telomeric blocks of heterochromatin
associated to nucleolar organizer regions. Pattern of NOR variation was highly
variable, but all populations showed multiple NORs associated to GC-rich regions.
The shared presence of 2n=40 and 2n=42 cytotypes in the Upper Paraguay and
Juruena basins suggested that karyotypic diversification within H. malabaricus largely
preceded the 10 million years vicariance. The occurrence of unique cytotypes in the
three Juruena tributaries indicated that processes of chromosomal differentiation

were more intense in the Amazon basin than in the southern Brazilian basins.



1. INTRODUCAO GERAL

O conjunto de dados moleculares de peixes atuais (Beheregaray et al., 2002;
Lovejoy et al.,, 2005; Montoya-Burgos et al., 2002; Sivasundar et al., 2001) e
registros fésseis em diferentes bacias (Gayet e Meunier, 1998; Lundberg, 1998;
Malabarba, 1998) apontam para o reconhecimento de que complexos eventos de
isolamento (vicariancia) e dispersao da ictiofauna na regido neotropical ocorreram ao
longo de um tempo geoldgico que pode se estender, no caso da familia Erythrinidae,
ao Cretaceo e a separacao da Africa da América do Sul.

O cerne da evolucdo geomorfolégica da América do Sul envolve o processo de
formacdo dos Andes, resultado de um processo de compressao leste-oeste do
continente e elementos mais estaveis como o0s escudos continentais e arcos
estruturais. Desde o final do Mesozébico e durante grande parte do Cenozdico, a
dindmica das bacias e seus tributarios acompanham o desenvolvimento de uma
bacia antepais (“foreland basin”) flutuante que se desloca na direcdo leste,
interposta entre os Andes e 0s escudos continentais. A bacia flutuante determina
duas fases dos rios: na primeira, 0s rios como o paleo Orinoco-Amazonas (no
sentido de Lundberg et al., 1998) ou lagos correm ou se desenvolvem de forma
paralela ao eixo da cordilheira e permitem transgressées marinhas na regido do
Caribe e o Atlantico Sul; posteriormente, com o enchimento da bacia antepais com
sedimentos, os rios direcionam-se de forma transversal ou obliqua aos Andes.

Estas mudancgas permitiram a ocorréncia de eventos de vicariancia e disperséo
e representam provavelmente a principal causa do elevado nivel de biodiversidade
da regido neotropical. Altos niveis de biodiversidade podem também, ser um reflexo
dos efeitos diferenciados das glaciacées no Hemisfério Sul, onde ndo provocaram,
aparentemente, o fator de extingdo nos niveis evidentes no Hemisfério Norte
(revisdo em Lundberg et al., 1998)

Ao longo dos ultimos 90 milhdes de anos (ma), trés processos definem a
hidrogeologia do continente Sul Americano:
1) a separacdo da Africa iniciada no Aptiano-Albiano (O 112-105 ma) e
completada no Turoniano (190 ma) (revisdo em Lundberg et al., 1998),

2) o desenvolvimento dos Andes nas suas regides oeste e norte e



3) o desenvolvimento do istmo do Panama, o qual conectou as Américas do

Sul e Central e separou os oceanos Pacifico do Atlantico.

1.1 A bacia amazonica
A historia da bacia amazbnica é, sem duavida, representativa da evolucao

hidrogeoldgica da regido neotropical. Esta bacia é o sistema dominante de
drenagem no continente, compreendendo 7.050.000 km?, abrangendo a regi&o norte
e central do Brasil e partes da Venezuela, Coldmbia, Equador, Peru e Bolivia. Os
afluentes mais importantes da margem direita derivam, na sua maioria, do escudo
brasileiro, como o0 Tocantins-Araguaia, Xingu e Tapajés. Embora o rio Madeira
também apresente nascentes nas regides norte e noroeste do escudo brasileiro, o
maior volume d’agua deste rio provém dos Andes bolivianos e peruanos. Outros rios
de origem andina sdo o Purus, Solimdes, Jurud, Huallaga, Maranh&o, Pastaza, Ica,
Japura e o Vaupeés (tributario do rio Negro superior). Os rios Negro e Branco drenam
basicamente o lado sudoeste do escudo das Guianas. Na margem esquerda, rios
como o Uatuma, Trombetas, Paru e Jari, drenam a regido sul do escudo das
Guianas (Lundberg et al., 1998).

No Cretaceo superior (Campaniano a Maastrichtiano médio), o Amazonas
apresenta-se dividido em duas sec¢fes, a mais oriental drenando para o Atlantico e a
vertente ocidental para o oeste (Lundberg et al., 1998). Ambas vertentes estariam
isoladas pelos arcos estruturais Purus e Monte Alegre (Lundberg et al., 1998). No
final do Maastrichtiano e Paleoceno inferior, as transgressées marinhas ao norte e
sul da América do Sul foram reduzidas, acompanhadas por um aumento no rio
primitivo paralelo aos Andes primordiais, o qual forma o paleo Orinoco-Amazonas.
No final do Paleoceno inferior (61-60 Ma), novas transgressdes marinhas
determinam mais uma reduc¢éo do paleo Orinoco-Amazonas.

O direcionamento do Amazonas ao Atlantico é relativamente recente, sendo
estabelecida ha 8 Ma, no Mioceno superior (Mertes et al., 1996). O conjunto destes
processos favoreceu o isolamento e a dispersdo de peixes de agua doce numa
vasta regido dos neotropicos.

1.2 A bacia do Parana
A bacia do Parana (considerando o sistema conjunto Parana-Paraguai) é a

segunda de maior porte no continente, drenando aproximadamente 4.000.000 km?
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na Argentina, Bolivia, Brasil, Uruguai e Paraguai. O rio Paraguai drena a planicie do
Chaco e a extensa regidao do Pantanal, entre os Andes e o escudo brasileiro. O
Paraguai e o Parana encontram-se na Argentina, proximo a cidade de Corrientes. A
foz do Parana encontra-se com o rio Uruguai para formar o rio da Prata (Lundberg et
al., 1998)

As bacias do Parand e do Amazonas apresentam uma longa e complexa
historia de conexdes. No Cretaceo superior, um segmento da bacia do Parana
encontrava-se do lado oriental do macico das Serras Pampeanas, enquanto um
segmento de um grande rio encontrava-se entre este macico e os Andes em
formacao. Parte deste rio primitivo envolveria um segmento dos componentes
ocidentais da atual bacia do Parana (Lundberg et al., 1998).

No final do Maastrichtiano e Paleoceno inferior, a diminuicdo da transgressao
marinha permitiu a existéncia de uma bacia do Parana mais desenvolvida, com a
captura de partes do sistema do paleo Orinoco-Amazonas, na regido sudoeste do
mesmo. No Eoceno médio e Oligoceno inferior, o divisor de aguas entre as duas
bacias sofreu uma mudanca para o norte e 0 Parana capturou cabeceiras do paleo
Orinoco-Amazonas, quando as Serras Pampeanas perdem sua funcdo de divisoras
de agua e o arco Michicola comeca sua influéncia como divisor entre as duas bacias
(Lundberg et al., 1998). No Oligoceno superior - Mioceno inferior (30-20 Ma), o
divisor de Chapare passa a representar o divisor moderno entre as duas bacias. No
Mioceno superior, o limite definitivo entre as duas bacias € estabelecido. Numa
primeira instancia, o limite sul da bacia amazoénica é marcado por sedimentos do mar
Pebas, aproximadamente a 10 °S, no Estado do Acre, enquanto o limite norte do
mar Parana ocorre a 17 °S, em posicado norte noroeste de Santa Cruz de la Sierra,
na Bolivia. Com um processo posterior de sedimentacdo, o divisor das bacias é
marcado pelo arco estrutural de Michicola e a consequente captura de cabeceira do
Parana por parte da bacia amazbnica. Do Mioceno superior ao Recente (8 Ma—
atualidade), os processos de sedimentacdo determinaram que o Parana (e o
Orinoco) corressem adjacentes e paralelos as bordas do escudo brasileiro e ao
escudo das Guianas respectivamente. No litoral, os periodos interglaciais
determinaram um aumento do nivel do mar e a formacgéao de um lago de 2.500 km de

comprimento e uma largura maxima de 100 km, ao leste de Manaus. No Parana, o



aumento do nivel do mar pode ter também determinado a formacdo de lagos nas
secdes inferiores (Lundberg et al., 1998).

A primeira captura do paleo Orinoco Amazonas determinou que o rio Parana
fluisse para o norte. O divisor moderno entre as bacias foi estabelecido ha 30 Ma,
mas a ultima captura de cabeceira entre as duas bacias ocorreu entre 11 e 10,8 Ma
(Lundberg et al., 1998).

1.3 O complexo de espécies Hoplias malabaricus

A traira H. malabaricus, peixe caraciforme da familia Erythrinidae, € uma das
espécies nominais de mais ampla distribuicdo na regido Neotropical, ocorrendo
desde a Argentina (Provincia de Buenos Aires) até o Panama (Berra, 1981). Suas
caracteristicas biologicas — sedentarismo, baixo metabolismo, incapacidade de
realizar migracdes rio acima e grande adaptabilidade, especialmente a ambientes de
agua parada — determinam que seja uma espécie muito estudada sob varios pontos
de vista (Géry, 1977), como o fisiolégico (Fernandes et al., 1994) e, particularmente,
o citogenético (Bertollo et al., 2000), pois os diferentes citétipos aparentemente se
comportam como boas espécies bioldgicas.

As caracteristicas sedentarias fazem desta espécie um excelente modelo de
estudo para determinar padroes maximos de diferenciagdo genética, particularmente
com a associacdo de conjuntos de caracteres independentes, como marcadores
moleculares basicamente gendmicos como RAPD-PCR e uniparentais (DNA
mitocondrial) (Dergam et al., 2002) e marcadores citolégicos como o caribtipo
(numero dipldide, padrdes de bandamentos cromossémicos).

Dergam et al. (2002) demonstraram que a associacdo de dados cariotipicos
com padrbes de divergéncia gendmica obtidos com marcadores com altas taxas de
mutacdes moleculares (RAPD), permitem a delimitagéo de populagées ou mesmo de
espécies simpatricas. Tais hipéteses devem ser testadas com dados de divergéncia
de sequéncias de DNA, pois é a forma mais acurada de estabelecer relacdes
filogenéticas entre espécies ou populacdes (Hillis et al., 1996).

Apesar da auséncia de dados morfoldégicos diagndsticos que permitam
diferenciar as populacdes ou espécies de trairas, estudos cariotipicos e moleculares
permitem determinar alguns padrdes claramente indicativos da influéncia de fatores
geoldgicos no processo de evolucdo do grupo. O mapa de Bertollo et al. (2000)

sugere padrbes gerais de distribuicdo de sete citotipos na América do Sul (Fig. 1).
4



Dentro dos citétipos com 2n=40 (C, D, F e G), 0 que apresenta maior distribuicdo é o
40/C (Fig. 2), com o0s primeiros quatro pares cromossdmicos de tamanho
semelhante. Dentro deste citétipo encontram-se uma série de hapldtipos, os mais
basais, presentes nas populacdes da bacia do Parana, outros de relacdes nao
resolvidas com sequéncias de citocromo b, até diferenciacdo dos citotipos (Dergam,
com. pess.)

Os citotipos 40/C e 42/A apresentam ampla simpatria nas bacias amazonica,
do Paraguai. Na bacia amaz6nica também ocorre simpatria dos citotipos 40/C e o
40-41 no rio Madeira. Na bacia do Tocantins ocorre simpatria entre os citotipos 40/C
e 40/F (Bertollo et al., 2000).

A separacao final das bacias do Paraguai e a Amazonica ocorreu de forma
definitiva entre 11 e 10,8 Ma (Lundberg et al., 1998), isolando popula¢do de varios
citotipos, dentre eles, os 40/C e os 42/A, permitindo assim uma idade minima para a

separacao destas duas linhagens.



B0 B0 20

Figura 1. Distribuicdo dos citétipos de Hoplias malabaricus . Citétipos A (quadrados sélidos), B
(aberto triangulo), C (circulos abertos), D (circulos sélidos), E (quadrado aberto), F (estrelas sélidas) e
G (triangulos solidos) compreendendo 32 regibes distintas no Brasil, 2 na Argentina e 1 no Uruguai e
1 no Suriname. As amostras de S&o Paulo (SP) sdo mostradas em detalhes. Simpatria entre os
distintos cit6tipos € indicado pelos grandes circulos abertos. (Fonte: Bertollo et al., 2000)
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Figura 2. Cariétipos dos citétipos de Hoplias malabaricus com coloragéo convencional. Citétipos A, B, C, D,
E, F e G. (Fonte: Bertollo et al., 2000). Barra = 5pm.

Com base em dados de sequéncias de amostras de DNA entre as bacias do
rio Madeira e o Paraguai, Dergam et al. (no prelo) determinaram uma calibragem de
relégio molecular de divergéncia minima entre 0,34 e 0,36% por milhdo de anos para

o citocromo b, dentro do cit6tipo 40/C.



2. JUSTIFICATIVA

Em comparagcdo com outros grupos de vertebrados, pouco se conhece sobre
a sistematica, evolucdo, ecologia, fisiologia, etologia, morfologia e genética de
peixes. A falta de conhecimento esta provavelmente relacionada ao elevado nimero
de espécies, além de seu habitat que dificulta sua captura, observacdo e a
determinacdo de seus parametros bioldgicos (Bohlke et al., 1978). A ictiofauna
continental neotropical é considerada a mais rica do mundo, possuindo cerca de 60
familias e mais de 2500 espécies (Bohlke et al., 1978).

No Brasil, boa parte desta biodiversidade se encontra na regiao de cerrado.
De acordo com recentes publicacdes esta regido € considerada uma das 25 areas
de maior biodiversidade ameacada do planeta (Myers et al.,, 2000). Sua
biodiversidade € considerada a mais rica dentre as savanas do mundo. Porém, a
crescente expansdo das pastagens, cultivos, redes de infra-estrutura, areas
degradadas e uso do fogo estdo entre as mais importantes alteracdes ecologicas
que se processam no Brasil na atualidade e tém levado ao empobrecimento
biologico deste bioma (Klink et al., 2005). A erosdo da biodiversidade é um dos
efeitos diretos e imediatos causados por estas acdes, enquanto sua recuperacao
representa ainda um desafio politico-cientifico (Souza, 2001).

Diante dessa situacdo ha necessidade de estudos que caracterizem padrdes
de diversidade genética de espécies de peixes, para que trabalhos de conservacéo
e manejo possam ser efetuados com uma base cientifica e objetiva. Nesse sentido,
a citogenética, associada as outras ciéncias, tem se mostrado um meio de custo
eficiente para estreitar a compreensao do passado, do presente e das relacdes entre
as espécies, uma vez que seus dados tém sido usados com sucesso para O
entendimento da citotaxonomia, evolucao e filogenia (Guerra, 1988; Mariano et al.,
1999 e Sumner, 2003).



3. OBJETIVO

Caracterizar a diversidade cariotipica de H. malabaricus, seu numero dipléide
e a morfologia cromossdmica, distribuicAo e composicdo da heterocromatina e
namero e localizacdo das regides organizadoras de nucléolos, em populagbes
amostradas no Alto Paraguai (rios Paraguai, Sepotuba e cArrego Joaquim do Boche)

a bacia amazonica (rios Sangue, Arinos e Papagaio).



4. MATERIAL E METODOS

Populacdes de H. malabaricus foram amostradas em trés rios da bacia
Amazonica: rio Sangue, rio Papagaio, rio Arinos e trés rios da bacia do Paraguai: rio
Paraguai, rio Sepotuba e cérrego Joaquim do Boche.

Os individuos foram coletados com auxilio de anzol, redes e tarrafas,
acondicionados em bombonas com agua e oxigénio e conduzidos ao laboratoério de
Biologia Geral da Universidade do Estado de Mato Grosso (UNEMAT). No
laboratorio, foram colocados em aquarios areados e receberam agentes
mitogénicos, que foram injetados em duas doses com espacgo de 24 horas, antes do
processamento do espéecime.

Os espécimes foram submetidos as técnicas de obtencdo de cromossomos
de acordo com Bertollo et al. (1978). As técnicas de Banda C foram feitas segundo
Sumner (1972); a banda NOR foi obtida conforme Howell & Black (1980) e os
padrdes de fluorescéncia DAPI/CMA3; seguiram de Schweizer (1980).

A morfologia cromoss6mica foi determinada com base na razédo dos bracos
de Levan et al. (1964). Os cromossomos foram classificados como m (metacéntrico),
sm (submetacéntrico), st (subtelocéntrico) e t (telocéntrico). O numero fundamental
(NF) foi determinado considerando m, sm, st com dois bragos e t com um braco.

Depois de sacrificados os espécimes foram acondicionados em formol 10%
por trés dias e posteriormente transferidos para o alcool 70%. Os espécimes
utiizados para as andlises encontram-se no laboratorio de Biologia Geral da
Universidade do Estado do Mato Grosso — UNEMAT, Campus de Tangara da Serra.

4.1 Obtencao dos cromossomos mitoticos metafasico
O método consiste em um tratamento quimico, com colchicina, para evitar a
polimerizacdo do fuso mitotico. As células do rim cefalico sdo separadas
mecanicamente com uso de seringa hipodérmica e, posteriormente, hipotonizadas.
Processo este que proporciona um aumento consideravel do volume celular,
facilitando o rompimento de suas membranas quando a suspensdo é gotejada na
superficie de uma lamina aquecida.
A fixacdo, passo final da preparacdo, impede o rompimento das células

guando ainda em solucao hipoténica, mantendo satisfatoriamente a integridade da
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estrutura cromossdmica e evitando distanciamento excessivo dos cromossomos em

relagéo a placa metafasica.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

A metodologia utilizada foi composta pelos seguintes passos:
Injetou-se intra-abdonalmente, entre as nadadeiras peitorais e ventrais,
solugéo de colchicina (0,025%) na proporcao de 1,0 mL/100g de peso do

animal;

O peixe foi deixado em aquario aerado por cerca de quarenta minutos.

Decorrido esse tempo, o animal foi sacrificado e retirado o rim cefalico.
O material foi lavado em solucao hipotdnica de KCI (0,075M)

Em seguida dissociado em 10 mL de solucdo hipotdnica com pincas de
disseccéo. Esse processo foi completado aspirando e expirando suavemente
o material, com o auxilio de uma seringa hipodérmica de vidro desprovida de

agulha, o que facilita a separacao dos blocos celulares;
A suspenséo celular obtida foi colocada em estufa a 36-37 °C por 20 minutos;

O material foi ressuspendido cuidadosamente com auxilio de pipeta Pasteur,
transferindo-o para um tubo de centrifuga. Nessa transferéncia, os pedacos
de tecido ainda nao desfeitos foram descartados;

Foi acrescentado cerca de 1mL de fixador (trés partes de metanol para uma
parte de acido acético) celular recém preparado e, em seguida, o material foi
ressuspendido e centrifugado durante 10 minutos a 1000 rpm e o

sobrenadante descartado.

8) Adicionou-se 6 a 8 mL do fixador celular, deixando-o escorrer através da

9)

parede do tubo. Ressuspendeu-se o material, com o auxilio de pipeta Pasteur

e centrifugado durante 10 minutos a 1000 rpm descartando o sobrenadante.

O item 8 foi repetido por mais uma vez.

10) Apos a ultima centrifugacdo e eliminacdo do sobrenadante, foi adicionada

uma quantidade de fixador celular (cerca de 1,0 mL de fixador celular para

cada 0,25 mL de “pellet”) e o material foi ressuspendido;
11



11)Pingou-se 2 a 3 gotas da suspensdo com uma pipeta Pasteur, sobre uma
lamina limpa, mantida na agua a 70-80 °C, segundo Souza & Moreira-Filho
(1994);

12)A lamina foi soprada levemente para que O €excessSo escorresse e se

evaporasse e secada diretamente ao ar;

13) O material foi corado com Giemsa (5%) diluido em tampao fosfato pH 6.8,

durante 10 minutos e lavada em agua corrente, secando-a ao ar.

4.2 Técnica de Bandamento C

A técnica é utilizada para evidenciar regides heterocromaticas ao longo dos
cromossomos. Esta técnica envolve a solubilizacdo diferencial de fragmentos de
DNA, principalmente da regido eucromatica dos cromossomos metafasicos, por trés
tratamentos diferenciais: o &acido (HCI) que tem como efeito a depurinacdo, o
tratamento com base fraca — Ba(OH), cujo efeito € a forte degradacao de proteinas e

um banho final com solucdo salina (2XSSC) quente, que provoca a quebra da
cadeia do DNA entre a posicao do carbono 3 da pentose e o grupamento fosfato. A
configuracéo fisica da regido heterocromética dificulta a perda de DNA e proteinas
como ocorre de maneira drastica na regido eucromatica (Sumner, 1990). A Banda C
tem auxiliado no pareamento de cromossomos homologos e na avaliacdo de
alteracdes cromossdmicas que se estabelece em cada cariotipo (Guerra, 1988).
Para evidenciar as regifes heterocromaticas, procedeu-se ao protocolo de
Sumner (1972) com algumas modificagcdes. As laminas foram expostas a uma
solucdo de HCI 0,2N a 42 °C por 6 minutos. O passo seguinte correspondeu a
exposicdo das laminas a uma solucdo de hidréxido de bario 5% a 42 °C por 55 a 70
segundos e lavadas em HCI 0,2N. Em seguida foram transferidas para recipientes
contendo uma solugéo salina 2XSSC a 60 °C por 60 minutos. Entre cada um dos
passos citados foi realizada a lavagem das laminas com agua destilada deixando

secar bem.
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4.3 Bandamento de Ag - NORs
A atividade nucleolar, bem como das regifes organizadoras de nucléolo, pode

ser efetuada através da metodologia de coloragao por AGNO,. Tal método implica na

precipitacdo da prata em proteinas envolvidas com a atividade transcricional do
rDNA nucleolar, que sdo mais argentoéfilas que as demais.

Para esta técnica foi utilizado o protocolo proposto por Howell & Black (1980)
com modificacdes. Foi preparada uma mistura contendo quatro gotas de solucéo
aguosa de nitrato de prata 50%, duas gotas de gelatina (em solu¢cdo aquosa com 1%
de &cido férmico) e duas gotas de agua. Esta mistura foi pingada sobre a lamina, ja
devidamente gotejada com a suspenséao celular, e espalhada sobre toda a extenséo
da lamina com auxilio de uma laminula. Em seguida, a lamina foi incubada em
camara Umida e acondicionada em estufa a aproximadamente 60 °C. Apoés
aproximadamente 2 minutos a lamina foi monitorada até que esta atingisse uma
coloracdo marrom caramelo. Em seguida a lamina foi lavada sob agua corrente para

retirar a laminula e o excesso da mistura.

4.4 Bandamento com fluorocromos CMA  3/DAPI

Para a dupla coloracdo com os fluorocromos CMA e DAPI, as laminas foram
envelhecidas por trés dias, coradas com 10 pL de CMA 0,5 mg/mL por 30 min e em
seguida corada com 10 pL de DAPI 2 pg/mL por 60 min (Carvalho et al., 2005, com
modificacdes). As laminas foram montadas em tamp&o glicerol-Mcllvaine pH 7,0
(1:1) e novamente envelhecidas por trés dias antes da analise no microscopio de
fluorescéncia Leica DMLB. A captura de imagens de fluorescéncia foi feita com uma
camera de video Cohu CCD e software Leica QFISH. As imagens foram

posteriormente editadas no Adobe Photoshop verséo 7.0.

4.5 Captura de imagens
As metéafases foram analisadas em um microscépio Olympus CX41 e
fotografadas em um microscopio Carl Zeiss, modelo 518N com uma objetiva de

100x, ligado a uma camera digital Canon Power Shot A620.
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6. ARTIGO CIENTIFICO

Variacdo Citogenética em Hoplias malabaricus (BLOCH, 1794) no limite
das bacias do Alto Paraguai e amazonica.

Claudineia B. Lima!, Jorge A. Dergam® Anderson Fernandes?, Uedson P.
Jacobina®, Wagner M. S. Sampaio & Lucio A. O. Campos’

1 — Departamento de Biologia Geral, Universidade Federal de Vicosa, CEP 36570-000 Vicosa-
MG, Brasil . Email: claubarlima@hotmail.com;

2- Departamento de Ciéncias Biolégicas — Universidade do Estado de Mato Grosso, campus
universitario de Tangara da Serra - MT

3- Departamento de Biologia Animal —Universidade Federal de Vigosa, CEP 36570-000 Vicosa-
MG.

INTRODUCAO

Os Characiformes representam uma das ordens predominantes de teledsteos
na regiao Neotropical e apresentam uma distribuicdo geografica que se estende
desde os Estados Unidos da América do Norte até a Patagbnia. Sao caracterizados
por um alto grau de diversidade morfoldgica, fisioldgica e um grande numero de
caracteristicas adaptativas (Lemos et al.,, 2002). Este grupo de peixes apresenta
caracteristicas citogenéticas interessantes, tais como variacdo no numero e na
fébrmula cromossbmica, consequentemente no numero fundamental, na
determinacdo do sistema sexual, em polimorfismos estrutural e numérico das
regibes organizadoras de nucleos e em padrées de bandamento C (Almeida-Toledo,
1998).

A familia Erythrinidae é endémica da regido neotropical e uma representante
dos grupos de ampla distribuicdo no continente. Compreende trés géneros: Hoplias,
Hoplerythrinus e Erythrinus. O género Hoplias distingue-se dos demais pela
presenca de caninos no maxilar e nadadeira dorsal com 15 a 16 raios (Oyakawa,
2003). A espécie Hoplias malabaricus, conhecida popularmente como traira ou
trairdo, possui habitos sedentérios, estando bem adaptada a ambientes Iénticos de
adgua doce, com baixa profundidade e com vegetacdo, onde se refugia e constroi
ninhos, embora possa ser encontrada em rios de pequeno e grande porte (Sabino &
Zuanon, 1998). Estas caracteristicas tornam essa espécie um bom modelo de
estudo geogréfico, particularmente sob o ponto de vista citogenético.

Apesar de se tratar de uma Unica espécie nominal (Martins et al., 2006) a

taxonomia desse grupo nao é muito esclarecida (Oyakawa, 1990). Dados
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citogenéticos apontam que H. malabaricus apresenta uma diversidade de padrdes
cariotipicos inter e intrapopulacionais em diferentes bacias hidrograficas, no que diz
respeito a morfologia e niamero cromossdémico, além do sistema de cromossomo
sexual (Tabela 1) (Bertollo et al., 1979,1983; Ferreira et al., 1989; Dergam & Bertollo
1990; Scavone et al., 1994; Lopes e Fenocchio, 1994; Bertollo et al., 1997a; 1997b;
Lopes et al., 1998; Bertollo & Mestriner 1998; Bertollo et al., 2000). Com base
nessas evidéncias, H. malabaricus tem sido considerada como um complexo de

espécies (Bertollo et al., 2000).
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Tabela 1. Levantamento de dados citogenéticos de H. malabaricus do Brasil. (Modificado de Bertollo et al.,

2000)
Localidade Citétipo Fo(r;r;] l;la Sésetflg? Ref.
Manaus (AM) — igarapé Mindu A 42m/sm - 2,11
Poconé (MT) — rio Bento Gomes A 42m/sm - 2
Araguaiana (MT) — cérrego Dois de Agosto A 42m/sm - 2,11
Reserva Ecoldgica do Jatai (SP) — rio Mogi- A 42m/sm ) 9
Guacu
Trés Marias (MG) — rio S&o0 Francisco A 42m/sm - 2
S. J. do Marinheiro (SP) — rio Grande A 42m/sm - 2,14
Conceicédo das Alagoas (MG) — rio Grande A 42m/sm - 10
Juquia (SP) - rio Juquia A 42m/sm - 12
Itatinga (SP) — : rio Paranapanema A 42m/sm - 2
Poco Preto (SC) —rio Iguacu A 42m/sm - 2
Guaiba (RS) - rio Guaiba A 42m/sm - 2
Corrientes — Argentina — rio Aguapey A 42m/sm - 3,4
Tacuarembé — Uruguai — rio Negro A 42m/sm - 15
Palmeira (PR) — rio Iguacu A 42m/sm - 18,19
Ponta Grossa (PR) — rio Tibagi A 42m/sm - 19
Ivai (PR) - rio Ivai A 42m/sm - 19
Ponta Grossa e Castro (PR) — rio Riveira A 42m/sm - 19
Pariquera — Acu (SP) —rio Riveira A 42m/sm - 19
Nova Prata do Iguacu (PR) — rio Iguacu A 42m/sm - 20
Parque Estadual Rio Doce (MG) Lagoa Carioca A 42m/sm - 21
Reserva Jurumirim - Avaré (SP) A 42m/sm - 11
Fazenda Guaporé — S&o Carlos (SP) A 42m/sm - 11
Rio Grande — Passos (MG) A 42m/sm - 11
Parque Estadual do Rio Doce (MG) — rio Doce B 42m/sm/st XXIXY 12,16,11
Parque Estadual Rio Doce (MG) Lagoa Carioca B 42m/sm/st XXIXY 21
Manaus (AM) — rio Negro C 40m/sm - 1,2
Tucurui (PA) — rio Tocantins C 40m/sm - 1
Porto Velho (RO) —rio Madeira C 40m/sm - 1,2
Aripuana (MT) — rio Aripuana C 40m/sm - 1
Cuiaba (MT) — rio Cuiaba C 40m/sm - 1,2
Aragarcas (GO) — rio Araguaia C 40m/sm - 2
Goias Velho (GO) C 40m/sm - 1
Corumba (MS) —rio Paraguai C 40m/sm - 1,2
Miranda (MS) — rio Miranda C 40m/sm - 1,2
Misiones — Argentina — rio Parana C 40m/sm - 3
C_ornentes — Argentina — rio Aguapey, rio c 40m/sm i 45
Riachuelo

o 40m/sm X1IX1X2X2
Itirapina (SP) — represa do Lobo D 39msm XLX2Y 2,6

x o .- 40m/sm X1X1X2X2
S&o Carlos (SP) — ribeirdo Monjolinho D 39msm XLX2Y 2,78

: . . 40m/sm X1X1X2X2
Pirassununga (SP) — rio Mogi-Guagu 39msm X1X2Y 2,8
Ipetna (SP) — rio Passa-Cinco 40m/sm X1IX1X2X2 9
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39msm X1X2Y
40m/sm X1IX1X2X2

Piracicaba (SP) — rio Piracicaba D 39msm X1X2Y 9
. . A 40m/sm X1X1X2X2
Novo Horizonte (SP) —rio Trés Pontes D 39msm XLX2Y 9
. Ay o 40m/sm X1X1X2X2
Mirassoléndia (SP) — ribeirdo Barra Grande D 39msm XIX2Y 2
. . . . 40m/sm X1X1X2X2
Reserva Ecologica Jatai (SP) — rio Mogi-Guacgu D 39msm XIX2Y 9
- . 40m/sm X1X1X2X2
Conceicéo das Alagoas (MG) — rio Grande D 39msm X1X2Y 10
. D ~ 40m/sm X1X1X2X2
Londrina (PR) — ribeirdo Trés Bocas D 39m/sm X1X2Y 2
Porto Trombetas (PA) — rio Trombetas E 42m/sm/a - 2
Jequié (BA) - rio das Contas F 40m/sm - 17
Jacobina (BA) rio Itapicuru F 40m/sm - 17
Paramaribo — Suriname F 40m/sm - 1
Tucurui (PA) — rio Tocantins F 40m/sm - 1
S&o0 Luiz (MA) F 40m/sm - 1
Natal (RN) — lagoa Redonda F 40m/sm - 1,2
Recife (PE) F 40m/sm - 1
Trés Marias (MG) — rio Sdo Francisco F 40m/sm - 1,7
. 40m/sm XX
Porto Trombetas (PA) — rio Trombetas G 41m/smia XY1Y2 2
: . 40m/sm XX
Porto Velho (RO) —rio Madeira G 41m/smia XY1Y2 2
Aripuana (MT) — rio Aripuand 40m/sm XX 2,6

41m/sm/a XY1Y2

Localidades estudadas: AM: Amazonas; BA: Bahia; GO: Goias; MA: Maranhdo; MG: Minas Gerais;
MS: Mato Grosso do Sul; MT: Mato Grosso; PA: Para; PE: Pernambuco; PR: Parana; RN: Rio Grande
do Norte; RO: Rondbnia; RS: Rio Grande do Sul; SC: Santa Catarina; SP: S8o Paulo. Referéncias: 1.
Bertollo et al., (1997a); 2. Bertollo et al., (2000); 3. Lopes e Fenocchio (1994); 4. Lopes et al., (1998); 5. Jorge
(1995); 6. Bertollo et al., (1983); 7. Dergam e Bertollo (1990); 8. Bertollo et al., (1997b); 9. Scavone et al.
(1994); 10. Dergam (1996); 11. Born & Bertollo (2001); 12. Bertollo et al. (1979); 13. Ferreira et al., (1989);
14. Cavallini e Bertollo (ndo publicado); 15. Dergam (n&do publicado); 16. Born e Bertollo (2000); 17. Jacobina
(ndo publicado); 18. Vicari et al., 2003; 19. Vicari et al., (2005); 20. Vicari et al., 2006. 21. Born & Bertollo
(2006),

Bertollo et al. (2000) baseados na macroestrutura cromossémica e no sistema
sexual, reconheceram sete citotipos de H. malabaricus, sendo classificados como
citotipos A, B, C, D, E, F, e G (Tabela 2). Os autores ainda propdem o agrupamento
para esses citotipos em dois grupos maiores: o grupo | formado pelos citétipos A, B,

C e D, e o grupo Il composto pelos citétipos E, F e G, justificando a relagédo evolutiva
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entre eles. Sugerem que o citétipo D seja derivado de um cariétipo semelhante ao
citétipo C, que provavelmente se deu por uma translocacdo dando lugar a um
sistema de cromossomos sexuais multiplos. Da mesma forma o citétipo B, que

também possui um sistema sexual maltiplo, é provavelmente derivado do citotipo A.

Tabela 2. Dados citogenéticos dos citétipos de Hoplias malabaricus

Citétipo 2n Férmula Sistema Sexual Distribuicao

Norte a sul do Brasil, Uruguai,
norte da Argentina

A 42m/sm -

Restrito a sistemas de lagos

B 42m/sm/st XXIXY no Vale do Rio Doce - MG
c 40m/sm ) Norte do Brasil a nordeste da
Argentina
40m/sm X1 X1 XoX5 . .
D 39ms/m X X,Y Bacia do Alto Parana
E 42m/sm/a - Porto Trombetas - Para
= 20m/sm i Suriname até nprdeste do
Brasil
G 40m/sm XX Restrita a poucos locais da
41m/sm/a XYYy Amazonia

Fonte: Bertollo et al. (2000)

Dentro do grupo Il, os citétipos F e G compartiham a presenca de um
Cromossomo acrocéntrico, incomum para H. malabaricus. Assumindo a presenca do
sistema de cromossomo sexual multiplo, o citétipo G teria derivado do citétipo E,
onde o0 acrocéntrico estaria relacionado com rearranjos dando origem ao
cromossomo metacéntrico maior, também observado no citotipo F.

Evidéncias baseadas em filogenia molecular e genética de populacdes
apontam para diversificacdo pré-Pleistocénica de alguns peixes neotropicais
(Lovejoy & De Araujo, 2000). Modelos para diversificacdo evolutiva e biogeografica
da ictiofauna devem considerar a historia da paisagem da América do Sul e dos
sistemas fluviais (Montoya-Burgos, 2003). Num primeiro momento, rios e lagos
correriam paralelos a incipiente Cordilheira do Andes. Posteriormente, 0s corpos
d’agua direcionaram-se de forma transversal e obliqua em direcdo ao oceano

Atlantico (Lundberg et al.,1998).
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Mesmo barreiras terrestres relativamente pequenas sao capazes de isolar
populacdes de peixes dentro de uma mesma bacia (Vari, 1998). Isso torna esses
organismos adequados para investigacbes sobre o passado geolégico e
modificacbes ambientais, uma vez que a dispersdo dos peixes esta intimamente
ligada a conexdes diretas entre as bacias (Lundberg, 1993; Bermingham & Martin,
1998).

Dessa forma, o presente estudo tem por objetivo avaliar a diversidade
cariotipica de Hoplias malabaricus de rios pertencentes a bacia amazénica e a do
Paraguai no Estado do Mato Grosso, permitindo uma compreensdo mais objetiva
dos efeitos da geomorfologia nos caracteres citogenéticos deste complexo de
espécies.

MATERIAL E METODOS

Amostras de populacbes de H. malabaricus foram coletadas em trés rios da
bacia amazoénica, sendo todos eles afluentes do Juruena, afluente da margem direita
do rio Amazonas. Na bacia do Alto Paraguai, foram coletados no rio Sepotuba, no
cérrego Joaquim do Boche e na calha do rio Paraguai (Tabela 3). Os pontos de
coleta, tanto da bacia amazodnica quanto da bacia do Paraguai estao localizados no
Estado do Mato Grosso (Fig. 1).

Tabela 3. Locais de coleta de H. malabaricus.

Localidade Bacia Coordenada Geograéfica Tamanho Amos  tral

rio Sangue (Campo Novo do 13°46°27.75" S

. bacia amazobnica 57°45' 04.93" O 4 machos e 6 fémeas

Parecis)

bacia amazénica 13°33' 36.70" S

rio Papagaio (Sapezal) 58°24' 22.64” O 8 machos e 6 fémeas
bacia amazobnica 13°36' 01.16” S

rio Arinos (Diamantino) 56°25’ 03.04” O 4 machos e 5 fémeas
14°44’ 09.51" S

rio Sepotuba(Tangara da Serra)  bacia do Paraguai 57°48'51.91" O 15 machos e 8 fémeas

15°07’ 58.66" S
57°14' 05.74” O
corrego Joaquim do Boche bacia do Paraguai 14°38' 25.70" S

(Tangara da Serra) 57°32' 13.14” O

rio Paraguai (Barra do Bugres)  bacia do Paraguai 6 machos e 3 fémeas

1 macho e 3 fémea
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Figura 1. Locais de coleta de H. malabaricus. Em vermelho os rios Papagaio (quadrado), Sangue
(circulo) e rio Arinos (losango) bacia do rio Amazonas. Em azul os rios Sepotuba e Corrego Joaquim
do Boche (circulo) e Paraguai (losango), bacia do rio Paraguai.

A obtencdo dos cromossomos mitoticos metafasicos seguiu o protocolo
proposto por Bertollo et al. (1978). Em seguida, foram aplicadas as técnicas de
Banda C (Sumner, 1972) a fim de evidenciar as regides heterocromaticas e
impregnacao por nitrato de prata (Howell & Black, 1980) para a identificacdo das
regides organizadoras de nucléolo NOR. Técnica de Fluorocromos CMA3/DAPI para
observacdo de regibes ricas em CG/AT, respectivamente, seguiu protocolo de
Schweizer (1980). As metafases foram analisadas em um microscopio Olympus
CX41 e fotografadas em um microscopio Carl Zeiss, modelo 518N com uma objetiva
de 100x, ligado a uma camera digital Canon Power Shot A620. Fotos de trabalhos
publicados foram digitalizadas e utilizadas para comparac¢des com os dados obtidos.
Para a determinacdo do numero dipldide, foram analisadas aproximadamente vinte
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metafases de cada individuo e as melhores foram selecionadas e usadas para a
montagem do cariétipo. Os cromossomos foram classificados como metacéntrico
(m), submetacéntrico (sm), subtelocéntrico (st), de acordo com a razdo de seus

bracos (Levan et al., 1964).

RESULTADOS

Cariotipos

Foram analisados 69 espécimes de H. malabaricus, 33 deles em rios da bacia
amazonica e 36 individuos da bacia do Paraguai. Utilizando coloracdo convencional,
foram caracterizadas populagcdes com numero dipléide 2n=40 e 2n=42, todas elas
em alopatria. Na bacia amazobnica, apenas os espécimes do rio do Sangue
apresentaram 2n=40 em ambos o0s sexos. A férmula cariotipica foi de 18 m +16 sm +
6 st e o numero fundamental (NF) igual a 80 (Fig. 2A). Os espécimes coletados no
rio Papagaio apresentaram numero dipldide de 2n=42 e férmula cromossémica de
18 m + 24 sm e NF igual 84. Foi possivel observar que os pares 1, 2, 10 e 11 eram
maiores que os demais do complemento (Fig. 2B). O numero dipldide dos espécimes
do rio Arinos também foi de 2n=42, a férmula cromossomica foi 20 m + 22 sm e NF=
84 Os primeiros pares submetacéntricos (11 e 12) também se destacaram por serem
maiores que os demais do complemento (Fig. 2C).

Nos espécimes coletados nos rios da bacia do Paraguai ndo foi observada
variacdo quanto ao numero dipldide, morfologia cromossémica e numero
fundamental. Individuos de ambos os pontos de coleta. Todos eles apresentaram
namero diploide de 2n=40 e formula cromossémica 20 m+20 sm e NF=80. Nao se

observou sistemas de cromossomos sexuais (Fig. 3A, 3B e 3C).
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Figura 2. Cariotipos de H. malabaricus da bacia Amazonica. (A) rio do Sangue - Campo Novo do
Parecis; (B) rio Papagaio - Sapezal; (C) rio Arinos Diamantino. Barra =5 pm.
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Bandamento C e Técnica de Cromomicina 3
Todas as populagdes de H. malabaricus caracterizaram-se por apresentar

regibes heterocromaticas predominantemente centroméricas e alguns cromossomos

com blocos heterocroméaticos em regides teloméricas (Fig. 4).

Figura 4. Metafase de bandamento C em H. malabaricus . (A) rio do Sangue; (B) rio Papagaio; (C) rio
Arinos; (D) rio Sepotuba; (E) rio Paraguai. Setas indicam os blocos heterocromaticos.

Blocos de heretocromatina foram observados em associagcdo com regides
organizadoras de nucléolos. Somente os espécimes do rio Papagaio foram
submetidos ao tratamento de fluorescéncia. Apés o tratamento de dupla coloracdo
com fluorocromos base especificos Cromomicina Az (CMA3) marcando regides ricas
em GC e DAPI evidenciando regifes ricas em AT, observou-se marcacoes em
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regibes teloméricas da maioria dos cromossomos e marcagdes positivas para as

regibes organizadoras de nucléolos (Fig. 5).

Figura 5. Técnica de CMA; em individuos da populacdo do Rio Papagaio - bacia amazobnica. As setas
indicam as regides ricas em GC.

Bandamento Ag-Nor

Com a impregnacao de nitrato de prata notou-se uma varia¢cdo na quantidade
de cromossomos com cistrons de rDNA. Todos os individuos analisados
apresentaram NORs biteloméricas, onde ambos os bracos de um mesmo
cromossomo eram portadores de regides organizadoras de nucléolo. As regides
organizadoras de nuclélos variam em numero de trés a cinco cromossomos.

O individuos do rio do Sangue e rio Arinos apresentaram NORs multiplas em
cromossomos metacéntricos menores e biteloméricas. Nos espécimes do rio
Papagaio visualizou-se um par de cromossomos submetacéntricos portadores de
NORs biteloméricas. O mesmo ocorreu com o0s individuos coletados nos rios

pertencentes a bacia do Paraguai (Fig. 6).
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Figura 6. Metafase de bandamento NOR em H. malabaricus. (A) rio do Sangue; (B) rio Papagaio;
(C) rio Arinos; (D) rio Sepotuba; (E) rio Paraguai; (F) cérrego Joaquim do Boche. Setas indicam as
regibes organizadoras de nucléolo.
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DISCUSSAO

Hoplias malabaricus € uma das espécies mais estudada na América do Sul
sob o ponto de vista citogenético com amostragens que abrangem 32 regides
distintas. Considerando os cit6tipos reconhecidos por Bertollo et al. (2000), os
espécimes coletados nos rios Sepotuba, Paraguai e corrego Joaquim do Boche,
pertencentes a bacia do Paraguai, tém caracteristicas semelhantes ao cit6tipo 40/C,
apresentando macroestrutura cariotipica estavel em machos e fémeas. Os dados
obtidos nesse estudo também confirmam a distribuicdo biogeografica esperada
desse cittipo que ja foi observado em rios das bacias do Tocantins-Araguaia,
amazonica, Paraguai e Parana (Bertollo et al.,1997; Bertollo et al., 2000; Lopes &
Fenocchio, 1994; Lopes et al., 1998; Jorge, 1995). Especificamente no estado do
Mato Grosso, esse citotipo foi observado no extremo norte do estado em Aripuané e
na regiao centro-sul, no rio Cuiaba (Bertollo et al., 1997; Bertollo et al., 2000).

Em um estudo de citogeografia para eritrinideos na regidao do médio Araguaia
Mato-Grossense, Vitorino et al. (2007) notaram a ocorréncia de duas populagdes de
H. malabaricus 2n=40 e cari6tipo composto de cromossomos meta e
submetacéntricos e ainda, uma populacdo de 2n=40 com mecanismo simples de
determinacdo sexual XX/XY, observado apenas para populagdo com 2n=42 citotipo
B do Parque Estadual do Rio Doce.

Embora os espécimes analisados dos rios Arinos e Papagaio tenham o
mesmo numero dipldide (2n=42), as amostras de cada rio diferem na sua formula
cromossémica. A férmula cariotipica do citétipo do rio Arinos é semelhante a do
citétipo A indicado por Bertollo et al. (2000). Essa configuracdo ocorre também no
igarapé Mindu na bacia amazonica e em Araguaiana na bacia do Tocantins. Na
bacia do Alto Paraguai, este cit6tipo ocorre no rio Poconé. Também ocorre no rio
Iguacu na bacia do Baixo Parana (Vicari, et al., 2003; 2006) e na bacia do rio Séao
Francisco em Trés Marias (Bertollo et al., 2000), caracterizando uma das mais
amplas distribuicbes na regido neotropical. O citétipo do rio Papagaio difere do
citotipo na féormula cariotipica 18 m + 24 sm, resultado de um provavel rearranjo
cromossomico.

O citétipo do rio Sangue diferenciou-se dos coletados nos rios Papagaio e
Arinos por apresentar numero diploide 2n=40. Além das classes cromossdmicas

meta e submetacéntricas, também apresentaram cromossomos subtelocéntricos
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perfazendo uma foérmula cariotipica de 18m+16sm+6st. Comparando com o0S
citotipos ja descritos, essa populacdo de Hoplias malabaricus ndo corresponde a
nenhum citétipo citado por Bertollo et al. (2000). Os citétipos com numero dipléide
2n=40 (C, F e G) diferem dos espécimes analisados, pois ndo tem cromossomos
subtelocéntricos. Os citbétipos C e F tém apenas cromossomos meta e
submetacéntricos, enquanto o citétipo G tem um cromossomo do tipo telocéntrico e
apresenta um sistema de cromossomo sexual multiplo. A presenca de cromossomos
subtelocéntricos nos espécimes do rio Sangue pode ter sido originada por rearranjos
cromossOmicos, por isso infere-se que esses espécimes se tratam de um citétipo
nao descrito. Considerando os dois grupos cromossémicos maiores (I e Il) para H.
malabaricus, propostos por Bertollo e colaboradores (2000), esse citétipo do rio
Sangue seria mais proximo, evolutivamente, do grupo |. Pois nesse grupo 0s
cromossomos metacéntricos mantém certa uniformidade no tamanho quando
comparados com o grupo Il, caracterizado pela presenca de um par de
cromossomos metacéntrico bem maior que os demais. Considerando a seqiéncia
de letras proposta por Bertollo et al. (2000), este citétipo corresponde ao citétipo 40
H.

Sumner (2003) discutiu alguns papéis desempenhados pela heterocromatina
constitutiva. Em alguns casos ela pode afetar no nidmero de quiasmas e sua
distribuicdo, pois a presenca de blocos heterocromaticos inibe a formacéo de
quiasmas ao seu redor. O autor ainda associou a heterocromatina ao o efeito de
posicdo dado pelo silenciamento de genes e ao processo de segregacao
cromossémica. Além disso, existem algumas evidéncias de que a heterocromatina
pode conter genes e outras seqUéncias funcionais de DNA que podem ter
importantes funcdes, tais como, restabelecer a regido telomérica dos cromossomos,
de corpo de guarda para proteger a eucromatina contra agentes mutagénicos
(Sumner, 2003).

A heterocromatina constitutiva € freqlientemente associada a evolugao
cariotipica de varios organismos, inclusive peixes (Almeida-Toledo, 1998). Na bacia
do rio Doce, dados citogenéticos de populacbes de H. malabaricus em populacdes
isoladas ha 10.000 anos apresentam diferencas conspicuas no padrdo de
heterocromatina sem alteracbes da macroestrutura cariotipica, sugerindo
diferenciacdo intraespecifica (Jacobina, 2008). O mesmo € observado em

populacdes de Astyanax bimaculatus (Fava, 2008).
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A distribuicdo dos blocos heterocromaticos principalmente na regido
centromérica de todos 0s cromossomos e em regifes teloméricas de alguns
cromossomos dos espécimes analisados concordam com dados ja observados em
Hoplias malabaricus por outros autores (Bertollo et al., 1997; Lemos et al., 2002;
Born & Bertollo 2000; Born & Bertollo 2006; Vicari et al., 2006; Vicari et al., 2005;
Vicari et al., 2003; Jacobina 2008). Ainda é possivel observar que esses blocos de
heterocromatina sdo pequenos nos espécimes coletados tanto nos rios Arinos,
Papagaio e Sangue da bacia amazonica quanto nos rios Paraguai e coOrrego
Joaquim do Boche da bacia do Paraguai. Porém na populacdo do rio Sepotuba
evidenciou blocos heterocrométicos mais conspicuos que as demais populacdes
analisadas. Estudos realizados por Vicari et al. (2003) com populagbes de H.
malabaricus do rio Iguacu, permitiram identificar polimorfismos de tamanho dos
blocos heterocromaticos no par cromossdmico 16 (submetacéntrico) localizados
perto da regido centromérica, apresentando um tamanho normal (r=reduzida) ou
tamanho maior (d=duplicada). Os autores classificaram trés fendtipos distintos
dentro da populacdo. O fendtipo rr mostrou uma frequéncia 70,6%, seguido pelo
fendtipo rd e dd, que foram encontrados em 23,5% e 5,95% nas amostras,
respectivamente. Logo, blocos heterocromaticos grandes sdo menos frequentes
para a espécie. Considerando todos esses achados, conclui-se que as diferencas
de blocos heterocromaticos entre as populacdes estudadas sdo diferenciacoes
populacionais intraespecificas.

Ag-NORs néo visualizam propriamente o rDNA e sim um complexo de
proteinas 4cidas residuais associadas com o centro fibrilar dos nucléolos e pré-RNA
nascente, como a nucleolina envolvida na clivagem do pré-RNA (Jordan, 1987;
Sumner, 2003). A impregnacao por prata € utilizada para investigar a expressédo do
rDNA, possibilitando a visualizagdo somente de NORs ativadas no ultimo ciclo
celular (Sumner, 2003), 0 que torna o numero e a localizacdo dos sitios de regides
organizadoras de nucléolos variavel, podendo apresentar polimorfismo entre
individuos da mesma espécie e dentro do mesmo individuo.

As Ag-NORs aparecem bastante variaveis nos peixes. Entre 0s grupos
neotropicais, por exemplo, existem familias mostrando apenas um par de regifes
organizadoras de nucléolos, NORs multiplas ou ambas as situacbes (Almeida-
Toledo & Foresti, 1985; Porto et al., 1992; Bertollo, 1996; Galetti Jr., 1998; Ferro et

al., 2001). A familia Cichlidae tem o nimero de NORs altamente conservado, sendo
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gue todas as espécies caracterizadas citogeneticamente apresentam um Unico par
de cromossomo portador de NOR (Feldberg et al., 2003). Em estudos realizados
com populagbes Astyanax scabripinnis, Souza (1996) constatou que o numero de
cromossomos que carregavam cluster de NOR impregnados por prata variou de 1 a
6 cromossomos. Ferro et al. (2001) ao analisarem quatro populacdes de A.
scabripinnis em Campos do Jordao (bacia do rio Sapucai-Guacu) observaram que 0
principal par cromossomico portador de NOR era o par 10 do complemento
(submetacéntrico) com marcacgéo constante no braco curto do cromossomao.

Em Hoplias malabaricus as NORs freqientemente sdo multiplas com
nameros variando entre trés a sete. Esse padrdo é comumente reportado para a
familia Erythrinidae, onde o maximo de 10 cromossomos marcados por nitrato de
prata foi observado em populacbes analisadas até entdo (Bertollo, 1996). Outra
caracteristica que tem se observado com frequéncia € a NOR bitelomérica, onde
ambos 0s bragcos do mesmo cromossomo possuem cistrons de rDNA (Bertollo,
1996). Essas caracteristicas quanto as regides organizadoras de nucléolos foram
observadas em estudos realizados com populagcdes das bacias do Sao Francisco e
Alto Parana (Dergam & Bertollo, 1990), Rio Aguapey, na Argentina (Lopes et al.,
1998), rio Doce (Born & Bertollo, 2000; Jacobina, 2008) e varias populacdes da
bacia do rio Iguacu (Lemos et al., 2002; Vicari et al., 2003; 2005; 2006). Na maioria
das populacdes analisadas notam-se blocos heterocromaticos associados as regioes
organizadoras de nucléolos. Em espécies dos géneros Leporinus, Triportheus e
Hoplias esse tipo de associacdo pode ser vista em cromossomos sexuais (Molina et
al., 1998; Artoni et al., 1999; Born & Bertollo, 2000; Artoni & Bertollo, 2000).

Quando os espécimes do rio Papagaio foram submetidos a dupla coloracao
de fluorescéncia CMA3/DAPI, observou-se que as regides ricas em GC coincidem
com as NORs, também é possivel notar fluorescéncia em regifes teloméricas de
outros cromossomos. Em peixes (Pendas et al., 1993; Galetti, 1998; Almeida-Toledo,
1998) e anfibios (Schmid, 1982), as NORs normalmente sdo positivas para
fluorocromos de base especifica - CG (Vicari et al., 2003). Entretanto, sabe-se que
nem todas as regides marcadas por cromomicina correspondem ao locus de rDNA
(Martinez et al., 1991; Artoni et al.,, 1999), algumas regides heterocromaticas
respondem positivamente ao tratamento com fluorocromo especifico-GC,
principalmente quando associadas as NORs (Molina, 1995). No caso dos espécimes

do rio Papagaio a associacdo dos blocos heterocrométicos com as NORs e
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marcacdes positivas para regides ricas em GC (CMAz"), sugerem que 0s genes de
rDNA estejam intercalados com bandas de heterocromatina (Pendas et al., 1993).
Essa correlagcédo foi observada em populacbes de Astyanax scabripinnis (Souza &
Moreira-Filho, 1995; Souza et al., 2001), em populacdes de salmonideos (Sanchez
et al., 1990; Lozano et al.,, 1991; Pendas et al., 1993; Fujiwara et al.,, 1998) e
também ocorre em H. malabaricus (Vicari et al., 2003; 2005; 2006; Jacobina, 2008;
entre outros).

A regido Neotropical exibe um padrédo biogeografico complexo e varias
hipéteses baseadas em diferentes processos tém sido propostas para explicar a
origem da riqueza de espécies tropicais e padrdes de distribuicdo na América do sul
(Hubert & Renno, 2007). Nos neotrdpicos, rompimentos dos sistemas de drenagem
por formacdo de novas bacias hidrograficas promoveram vicariancia, divergéncia
alopatrica e, assim, diversificacdo biotica (Lundberg et al.,, 1998). Os rios das
Américas Central e do Sul possuem a fauna de peixes de agua doce mais diversa do
mundo, com aproximadamente 6000 espécies das 13000 espécies previstas (Reis et
al., 2003).

Grande parte da diversificacdo da ictiofauna neotropical e de outros
organismos aquaticos teve lugar na alteracdo das dindmicas de rios e bacias
hidrograficas na América do Sul durante o Cretdceo tardio Cenozbico, com a
separacdo da Africa da América do Sul e a formacdo do Atlantico sul, tornando-se
agente e produto do cenario da evolugcédo. Desde entdo, o continente apresenta um
processo de compressdo, do qual os Andes s&do o resultado mais evidente
(Lundberg et al., 1998).

Estudos de biogeografia filogenética de peixes de agua doce iniciados na
década de 80 (Weitzman & Weitzman, 1982; Vari, 1988, 1989a,b; Vari & Weitzman,
1990) apoiaram a idéia de que uma diversificacdo importante dessa ictiofauna
aconteceu no Pleistoceno, contrapondo a hipotese refagio como a principal
explicacdo de padrbes biogeograficos para niveis taxondémicos superiores.
Compreensdes recentes das perspectivas paleontologicas confirmaram que a fauna
era essencialmente moderna durante o Mioceno tardio (25-2,5 Milhdes de anos -Ma)
e o0 estabelecimento das principais drenagens Neotrdpicas, como Amazona, Parana
e Orinoco, ocorreram durante os ultimos 10 Ma. A elevacdo andina forneceu novos
habitats aquaticos altitudes, enquanto que periodos de subsidéncia da bacia do

antepais permitiram a formacéo de extensos ambientes de lagos (Lundberg et al.,
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1998). A principio rios e lagos estavam dispostos de forma paralela a Cordilheira do
Andes e ap6és sua elevacao, os corpos d’'agua direcionaram-se de forma transversal
e obliqgua em direcdo ao oceano Atlantico.

A formacéo do divisor Andino e de outras drenagens, mudancas Nos Cursos
de rios, incursdes e regressdes de aguas marinhas provavelmente acarretaram em
muitos eventos vicariantes que justifica a diversificagdo da ictiofauna Neotropical
tanto em nivel morfolégico quanto em nivel citogenético.  NO0sSs0s dados
confirmam que a diversificagdo cariotipica do complexo H. malabaricus ocorreu
muito antes do isolamento das bacias amazénica e do Paraguai, ha 10 milhdes de

anos.
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7. CONCLUSOES GERAIS

Os espécimes de H. malabaricus coletados nos rios Papagaio e Arinos
apresentaram numero cromossémico de 2n= 42, com macroestrutura
composta por cromossomos do tipo metacéntricos e submetacéntricos;

As populacdes do rio Papagaio e Arinos diferiram na formula cariotipica, onde
0s espécimes do rio Arinos apresentaram 20 cromossomos metacéntricos e
22 submetacéntricos (20m+22sm), enquanto espécimes do rio Papaguaio
apresentaram 18 metacéntricos e 24 submetacéntricos, mas mantiveram o
mesmo numero fundamental de 84;

A populacdo do rio Sangue se mostrou diferente das demais populacdes da
bacia amazo6nica, pois apresentou numero cromossoémico de 2n=40 composto
de trés classes cromossOmicas: 18 metacéntricos + 16 submetacéntricos + 3
subtelocéntricos e niumero fundamental igual a 80;

A populacéo do rio Sangue pode ser considerada um novo citotipo, visto que
se diferencia dos demais citotipos mencionados por Bertollo et al. (2000);

A populacdo da bacia do rio Paraguai se mostrou conservada quanto ao
namero dipléide e morfologia cromossémica, apresentando 2n=40 para todas
as populacdes analisadas.

A distribuicdo dos blocos heterocromaticos pode ser observada nas regides
centroméricas de todos os cromossomos e teloméricas de alguns, coincidindo
com regides organizadoras de nucléolos (Banda C*);

As regides organizadoras de nucléolos variaram em numero (de trés a cinco),
mas sua localizacdo se manteve nas regides teloméricas de cromossomos
metacéntricos e submetacéntricos. O padrao de NORs mudltiplas foi observado
tanto para as populacdes da bacia amazonica quanto para as da bacia do
Paraguai, mas somente as populacdes da bacia amazbnica apresentaram
NORs biteloméricas.

As regibes organizadoras de nucléolos se mostraram ricas em GC quando
submetidas ao fluorocromo base-especifico CMAg3, o fluorocromo DAPI serviu

como contra-corante, ndo marcando nenhuma regiéo rica em AT;
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