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RESUMO

JACOBINA, Uedson Pereira. M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro
de 2008. Variabilidade cariotipica em populacées de Hoplias
malabaricus (Bloch, 1794) (Teleostei: Erythrinidae) em lagos do
sudeste do Brasil. Orientador: Jorge Abdala Dergam dos Santos. Co-
orientadores: Gisele Mendes Lessa Del Giudice e Renato Neves Feio.

A espécie Hoplias malabaricus, conhecida popularmente como traira, esta
presente em praticamente todas as bacias do Brasil. Sob o ponto citogenético,
essa espécie possui sete citdtipos diferenciaveis. Na bacia do rio Doce, dois
citétipos com 2n= 42 A e B, foram caracterizados em simpatria e sintopia na
lagoa Carioca. O objetivo deste trabalho foi determinar a extensdao da
ocorréncia de simpatria destes citétipos em outras sete lagoas: Tiririca, Curi,
Juiz de Fora, Cristal, Linguica, Horténcia e Marola. Todas as populacdes
analisadas apresentaram 2n=42 cromossomos em machos e fémeas, com
cromossomos sexuais diferenciados e que correspondem ao citétipo B. Este
citétipo B apresentou-se estavel em coloragdo Giemsa, entretanto ocorreram
grandes diferengas interpopulacionais relativas aos padroes de NORs,
bandamento C e fluorocromos base-especificos CMA3/DAPI. A presenca de
marcagdes biteloméricas pela impregnagdo da prata foi bem evidente nos
machos e em algumas fémeas nas oito lagoas estudadas, caracterizando as
populacdes do médio rio Doce, embora pelos padroes de CMA; apresentou-se
com baixa fluorescéncia. A constante diferenca de tamanho observada entre os
cromossomos X é explicada pela regulagdo transcricional. O polimorfismo
cromossémico mais evidente e extenso foi o de variagdo de heterocromatina,
aparentemente apresentando um padrao de isolamento por distancia. Tal
variagdo foi considerada como de carater subespecifico. Conclui-se que as
condicdes de isolamento de 14.000 anos envolveram, em cada populacao,
eventos independentes de ganho e perda de heterocromatina e que as lagoas
podem ser consideradas como unidades de manejo e conservagao, mesmo
para uma espécie que aparentemente ndao ¢é afetada pelas espécies

introduzidas.



ABSTRACT

JACOBINA, Uedson Pereira. M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February
of 2008. Karyotypic variability in populations of Hoplias malabaricus
(Bloch, 1794) (Teleostei: Erythrinidae) in lakes of southeastern Brazil.
Adviser: Jorge Abdala Dergam dos Santos. Co-Advisers: Gisele Mendes
Lessa Del Giudice and Renato Neves Feio.

The species Hoplias malabaricus popularly known as trahira occurs in
almost all Brazilian basins. Seven cytogenetic forms, cytotypes are recognized
within this nominal taxon. Two 2n=42 cytotypes (A and B) occur in the Doce
River Basin are sympatric in the Carioca lake. This study aimed to determine
the extension of sympatry of these cytotypes in other seven lakes: Tiririca, Curi,
Juiz de Fora, Cristal, Linglica, Horténcia e Marola. All populations were 2n=42
and males and females had differentiated sex chromosomes, belonging to
cytotype B. Gross morphology (Giemsa staining) of cytotype B was highly
stable, but high levels of variation were observed in NORs, C-banding and
base-specific fluorochromes. All populations were characterized by a sex bias in
bitelomeric NORs, which occurred in all males and only some females. CMA3;
fluorescence of these regions was less evident. In females, an association of
heterochromatin and NOR apparently defined a constant difference between
the X chromosomes. Chromosomal polymorphism was more extensive and
evident in heterochromatin variation, involving all chromosomes. A similarity
analysis among lakes suggests an isolation by distance process of
differentiation. This variation was considered as subespecific. We concluded
that conditions of isolation along 14,000 years were restricted to independent
processes of loss and gain of heterochromatin and that the lakes may be
considered as units of management and conservation, even for a species that is

resilient to the effects of introduced species.
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CAPITULO 1

1- INTRODUGCAO GERAL

1.1 - Aictiologia neotropical

Desvendar o cenario evolutivo da fauna de peixes de agua doce
neotropical € o grande desafio dos ictiblogos. Trés séculos ja se passaram
apos as primeiras descricbes de peixes de agua doce nas Américas do Sul e
Central, e ainda sabe-se muito pouco sobre os fatores que determinaram a
grande diversidade dos peixes neotropicais. Muitas classificagdes tradicionais
estao sendo reanalisadas e novas hipéteses filogenéticas elaboradas.

Segundo Bohlke et al. (1978), dentre os varios obstaculos que dificultam
o maior conhecimento da fauna neotropical de peixes de agua doce, devem ser
ressaltados a riqueza e a complexidade dessa fauna, a vasta extensdao dos
sistemas aquaticos, os limitados recursos humanos e a infra-estrutura
destinada a pesquisa. O ambiente aquatico em que os peixes vivem torna mais
dificil a sua observacdo e a determinacdo dos parametros biolégicos, em
comparag¢ao com a maioria dos outros vertebrados.

Estima-se que existam cerca 8.000 espécies na regido Neotropical,
constituindo a maior diversidade de peixes de agua doce do mundo (Vari &
Malabarba, 1998). Devido a intima dependéncia dos peixes de agua doce ao
meio aquatico, a ampla irradiagdo evolutiva de formas esta, necessariamente,
relacionada a fatores historicos e ecolégicos envolvendo processos
geomorfolégicos antigos e recentes.

Em principio, ndo existe um inicio definido sobre a origem das principais
feicdes geomorfolégicas determinantes da diversidade de peixes de agua doce
no continente sul-americano. Em termos mais restritos, relativos a fauna
costeira atual, considera-se que a macrogeomorfologia da regiao comegou com
a formacao do Atlantico Sul, provocada pela separacao dos continentes da
Africa e da América do Sul. Na regido norte, a formagdo do istmo do Panama
representou o contato entre a América do Sul e a América Central e as

montanhas dos Andes que dividem as drenagens do Pacifico, da América do



Sul, do Caribe e do Atlantico (Lundberg et al., 1998). Estes eventos moldaram
0 cenario de evolugdo dos organismos aquaticos, possibilitando a criacao de
grande diversidade de ambientes e faunas com caracteristicas ecologicas
proprias, permitindo uma irradiagdo evolutiva provavelmente igualada ou
superada apenas pelos peixes marinhos da regiao Indo-Pacifica (Béhlke et al.,
1978). Os efeitos vicariantes na deriva continental, associados a mudangas no
nivel do mar, principalmente durante as glaciagdes quaternarias, podem ter
permitido a distribuicdo de muitas espécies de peixes e ter auxiliado nas
dispersbes de muitos grupos. Talvez as flutuagdes climaticas possam ter
contribuido para especiacao e recombinacao de varias populacées em vez de
generaliza-las (Lowe-Mcconnell, 1987). Ja existem hipoteses biogeograficas
baseadas em estudos filogenéticos, que parecem ser resultado de multiplos
padroes histéricos como conseqiéncia de diferentes respostas dos
componentes da ictiofauna a possiveis eventos vicariantes seqlenciais
(Lundberg et al., 1998).

Com o fim da reativagdo e da separagdo completa relacionada de
Gondwana, comecou a histéria independente da América do Sul e a dos rios do
Atlantico. Ao longo da margem leste do continente, a fragmentacéo resultou em
um sistema de soerguimentos e rebaixamentos (‘rift-valleys”) e montanhas de
blocos falhados (Ab’Saber, 1998). Segundo este autor, a porcéo leste do
continente representa um dos mais notaveis exemplos de complexidade
evolutiva da drenagem sul-americana. No litoral leste do Brasil, alguns rios
formam uma série de bacias isoladas, que sdo drenadas para o Atlantico Sul,
tendo como os principais sistemas hidrograficos os rios Paraguacgu, Contas,
Jequitinhonha, Paraiba do Sul, Ribeira Iguape, Itajai, Jacui e Doce.
Reconhece-se que a dinamica de niveis eustaticos nos periodos glaciais e
inter-glaciais pode explicar a semelhancga faunistica entre estas bacias (Ribeiro,
2006). No Estado de Minas Gerais, a bacia do rio Doce destaca-se pela
abrangéncia geografica (83.400 km?) e pelo estado precario de sua

conservagao ( Alves & Viera, 1996).



1. 2 - A bacia do rio Doce

A bacia hidrogréfica do rio Doce esté situada na regidao Sudeste, entre os
paralelos 18°45' e 21°15' de latitude sul e os meridianos 39°55' e 43°45' de
longitude oeste, sendo 86% da drenagem pertencentes ao estado de Minas
Gerais e o restante ao estado do Espirito Santo. Limita-se ao sul com a bacia
hidrografica do rio Paraiba do Sul, a oeste com a bacia do rio S&o Francisco, e,
em pequena extensdo, com a do rio Grande. Ao norte, limita-se com a bacia
dos rios Jequitinhonha e Mucuri e a noroeste com a bacia do rio Sdo Mateus.
As suas nascentes estdo situadas entre a serra da Mantiqueira e a serra do
Espinhago e correm na diregao leste para o Oceano Atlantico. Seus principais
afluentes sao: pela margem esquerda os rios Piracicaba, Santo Ant6nio e
Suacui Grande, em Minas Gerais, Pancas e Sao José, no Espirito Santo; pela
margem direita os rios Casca, Matipd, Caratinga-Cuieté e Manhuagu, em Minas
Gerais, e Guandu, no Espirito Santo (Figura 1).

Figura 1. Bacia do rio Doce com alguns de seus principais afluentes (fonte: simge.mg.gov.br).



Com base em dados morfologicos, Godinho & Vieira (1998) reconhecem
77 espécies de peixes que vivem na bacia do rio Doce, das quais 37 sé@o
endémicas ou de distribuicdo restrita a bacia. Esta diversidade de peixes esta
extremamente ameagada, devido as alteragbes antropicas como mineragao,
poluicdo por esgoto, alteracdo de habitat devido a construcdo de barragens e
especialmente, a introdugcéo de espécies exdticas, as quais sdo consideradas a
principal causa de extingdo de peixes de dgua doce. Em nivel global conforme
Harrison & Stiassny (http://crec.amnh.org/pdi.html), 11 das 23 extingbes de

peixes no mundo tém como principal causa, as espécies introduzidas.

1.3 - Consideracoes historicas e geomorfologicas da bacia do rio Doce

Semelhante as outras drenagens costeiras, a bacia do rio Doce possui
uma histéria geomorfolégica relacionada as flutuacdes do nivel do mar em eras
glaciais e interglaciais, que determinaram alteragdes no seu curso em direcao
ao leste do Oceano Atlantico. No passado, o rio Doce abandonou o0s canais
ramificados apds intensa fase erosiva na frente de progradacdo do delta
passando a correr num unico leito atual e transformando-se em rio
anastomosado. Nos primeiros tempos da fase de rio anastomosado, sua
desembocadura localizava-se cerca de 10 quildbmetros ao norte do atual. A
dindmica costeira propiciou a formacao de bancos paralelos a costa, obstruindo
o fluxo do rio, que se desviou para o sul. O rompimento das cuspides de
corddes litoraneos que bordejavam a antiga desembocadura, visivel nas fotos
aéreas, indica que a mudancga para a posi¢cao atual ocorreu de forma rapida
(Bandeira Jr et al., 1975).

No Brasil sdo evidentes as provas de variagao do nivel do mar durante o
Quaternario. As amplas planicies costeiras, caracterizadas pelos corddes
litorAneos paralelos a costa e os depositos com restos de organismos
marinhos, presentes nessas planicies, demonstram que elas foram ocupadas
por mar holocénico (Petri & Fulfaro, 1983). Quando o mar estava mais recuado
0s rios costeiros cavaram seus vales, em certos casos, até cotas inferiores ao
presente nivel do mar, condicionados a um nivel do mar mais baixo. Com a
ingressdo marinha subseqlente as desembocaduras dos rios principais e
afluentes ficaram afogadas e assoreadas devido a intensa sedimentag¢do. As



aguas dos cursos a montante e das enchentes saturadas de sedimentos
invadiram parcialmente as &reas represadas perdendo rapidamente a
velocidade, formando verdadeiros diques normais ao curso principal e isolando
lagoas. E o caso, por exemplo, de inimeras lagoas alongadas, encaixadas nos
tabuleiros terciarios, que bordejam a planicie deltaica do rio Doce (Bandeira Jr
et al., 1975). A grande maioria dessas lagoas encontra-se hoje assoreadas,
sendo que o assoreamento é proporcional a area da drenagem do curso

represado.
1.4 O sistema de lagoas do médio rio Doce

As lagoas do médio rio Doce tiveram origem bastante complexa
envolvendo processos de levantamentos de crosta, com formacdo de
montanhas, falhas tecténicas, processos erosivos e deposicao de sedimentos,
ocasionando a mudancga do leito do rio Doce e preenchimento dos paleovales
com sedimentos o que levou a formacdo de aproximadamente 160 lagos
(Pflug, 1969). Em se tratando da idade das lagoas do médio rio Doce, a
datacdo dos depdsitos aluviais oriundos de acumulagéo dos vales tributarios
indica que esta fase foi finalizada entre 10.000 e 14.000 anos atras (Meis &
Monteiro, 1979).

As lagoas do médio rio Doce - MG estao localizadas entre latitudes
19948’- 19°29’S e longitudes 42°29’- 42°28’'W. Estes corpos d"agua apresentam
morfometria predominante dendritica, com tamanhos e profundidades
diferenciadas e estdo em geral relativamente afastados da calha do rio Doce,
com resultado da formacao de varias calhas ao longo do tempo. Sao sistemas
permanentes e fechados com ciclo hidroldgico regido diretamente pelo aporte
de agua de chuvas ou pelo escoamento da bacia de drenagem, com
contribuicdes do lengol fredtico (Espindola et al, 2003). Em termos de
hidrodindmica, as lagoas do médio rio Doce sdo muito estaveis, com padrdes
de circulagdo vinculados as variagdes climaticas sazonais. Anualmente, a
maioria dessas lagoas se estratifica na primavera, permanecem estratificadas
durante o verdo e o outono, havendo circulagdo da coluna d’dgua no inverno.

As principais for¢cas que influenciam a hidrodinamica destas lagoas sdo as



variaveis climatologicas, especialmente a radiacdo solar, a precipitacdo
pluviométrica e o vento (Tundisi & Meis, 1985).

As lagoas séo geralmente ricas em nutrientes e sustentam uma flora rica
em fitoplancton, porém, possuem relativamente baixa diversidade em espécies
de peixes e invertebrados. Isoladas, estas lagoas podem ser consideradas
como ilhas que apresentariam um equilibrio entre coloniza¢ao e extingao, com
resultante final de niveis diferenciados de riqgueza e tamanho das populagdes
(Espindola et al., 2003). As diferengas quanto a composicao de espécies em
cada lago foram anteriormente interpretadas como evidéncia de que as lagoas
seriam verdadeiras ilhas de comunidades de peixes (Sunaga & Verani, 1983).

Pesquisas sobre os peixes destas lagoas tém sido bastante freqlientes
nas ultimas décadas (Sunaga & Verani, 1983 e 1989; Godinho & Godinho
1995; Vono & Barbosa, 2001; Pompeu & Godinho, 2001; Dergam et al., 2002;
Latini 2004 e 2005). Os diversos levantamentos de ictiofauna verificaram a
existéncia de 23 espécies representando 11 familias (Tabela 1).

Utilizando a metodologia de estudo RAP (Protocolos de Avaliagao
Rapida), Latini (2005) constatou que 52 lagoas em 56 apresentam espécies
ndo nativas. O tucunaré e a piranha ocorrem em 58,9% das lagoas, enquanto
as cinco espécies restantes ocorrem nas seguintes proporcdes: Clarias
gariepinus (bagre africano) 14,3%, Hoplosternum littorale (tamboata) 14,3%,
Astronotus ocellatus (apaiari) 10,7%, Oreochromis niloticus (tilapia) 5,3% e
Colossoma macropomum (tambaqui) 1,7% das lagoas estudadas.

Dentre as espécies nativas algumas se destacam por serem de ampla
de distribuicao e podem ser analisadas sob a perspectiva de estudos
populacionais. Uma delas é a traira, Hoplias malabaricus (Bloch, 1794), sendo
que algumas populacdes de trairas deste sistema de lagoas ja foram
estudadas por Ferreira et al. (1989), Dergam et al. (2002) e Born & Bertollo
(2000, 2006).



Tabela 1. Lista das espécies de peixes das lagoas do médio rio Doce. Modificado de Sunaga e
Verani (1983) e Vono e Barbosa (2001).

Lagoas
Taxa Nome Vulgar D. Helvécio Carioca  Jacaré Amarela  Horténcia da
Pedra

Ord.Characiformes
Fam. Characidae
Astyanax bimaculatus Tambiu + + + + + -
Astyanax sp. Lambari + - - - + +
Astyanax fasciatus Lambari - + - - - -
Astyanax taeniatus Lambari - - - - + +
Moenkhausia doceana Chatinha + + - - + +
Characidium sp. Canivete - - - - + +
Oligosarcus solitarius Lambari-bocarra + + - + - -
Subfam. Bryconinae
Brycon cf. ferox Piabanha + + - - - -
Sufam. Serrasalminae
Pygocentrus nattereri Piranha + + + - - -
Fam. Curimatidae
Cyphocharax gilbert Sardinha - + - + - -
Fam. Prochilodontidae
Prochilodus vimboides Curimba + - + - - -
Fam. Anostomidae
Leporinus steindachneri  Piau-caboclo - + - - - -
Fam. Erythrinidae
Hoplias malabaricus Traira + + +
ol : - -
Ord. Siluriformes
Fam. Auchenipteridae
Pl o e e
Fam. Pimelodidae
Rhamdia quelen Bagre - + + + + -
Fam. Loricariidae
Loricariichthys spixii Cascudinho - - + - - +
Ord. Perciformes
Fam. Cichlidae
Cichla monoculus Tucunaré + + + - - -
Cichlasoma facetum Riscadinho - - + - + -
Crenicichla cf. lacustris ~ Bastiana - - + - - -
Geophagus brasiliensis Cara + + + - + -
Fam. Scianidae
Pachyurus adspersus Curvina + - + - - +
Ord. Gymnotiformes
Fam. Gymnotidae
Gymnotus carapo Sarap6 - - - - + +




1.5 - A Familia Erythrinidae

Hoplias malabaricus pertence a ordem Characiformes, que inclui peixes
distribuidos em todos os continentes, exceto na Australia e Antartida (Moyle &
Cech, 1988). Os Characiformes sado peixes restritos basicamente a ambientes
de agua doce e que possuem grande diversidade morfoldégica no formato do
corpo, estruturas maxilares, denticobes e anatomia interna e estdo
representadas por aproximadamente 1.300 espécies (Da Rosa, 2006). Dentro
da ordem, o alto nivel de variacdo representa fontes potencialmente
informativas para questdes de cunho filogenético. Entretanto, o parentesco em
varios niveis sistematicos é pouco conhecido, incluindo a monofilia dos
Characiformes. Sabe-se que dentro do taxon é comum a existéncia de
evolugdo convergente e as revisdes das espécies sao feitas geralmente dentro
de familias (Nelson, 1994).

A familia Erythrinidae é relativamente pequena dentre os Characiformes,
com seus representantes, em geral, sendo predadores piscivoros. Apresentam
corpo cilindrico e curto, nadadeira caudal arredondada, dentes caninos na
maxila superior e inferior, dentes pequeno no osso mesopterigéide do palato e
nas trairas, sobre a lingua determinando uma superficie aspera ao tato. A
familia € composta pelos géneros Erythrinus Scopoli, 1777, Hoplerythrinus Gill,
1896 e Hoplias Gill, 1903. Os Erythrinidae ocorrem desde a Costa Rica até o
rio Colorado na Argentina (Oyakawa, 2003). Erythrinus e Hoplerythrinus sao
conhecidos popularmente por “jejus” ou “marobdas”, enquanto o género Hoplias
inclui as “trairas” e “trairdes”.

O género Hoplerythrinus € composto por trés espécies: H. cinereus (Gill,
1858), H. gronovii (Valenciennes, 1847), H. unitaeniatus (Agassiz, 1829)
(Oyakawa, 2003). Este género possui ampla distribuicdo na regiao neotropical,
embora possua habito sedentario e ndo migrador, formando populacdes
isoladas geralmente em lagos ou lagoas marginais (Treco et al, 2002). O
género Erythrinus € representado pelas espécies E. erythrinus (Bloch &
Schneider, 1801) e E. kessleri (Steindachner, 1876) e distribuem-se na América
do Sul e nos rios brasileiros do estado da Bahia, respectivamente (Oyakawa,
20083).



O género Hoplias se distingue dos outros dois géneros da familia por
apresentar dentes caninos no maxilar e na porgdo superior e inferior do
dentario. Possuem nadadeira ventral com 8 raios e nadadeira anal com 10 a 12
raios (Britski et al., 1988). Segundo Oyakawa (2003), o género é composto por
nove especies: H. aimara (Valenciennes, 1847), H. brasiliensis (Agassiz, 1829),
H. lacerdae (Miranda Ribeiro, 1908), H. macropthalmus (Pellegrin, 1902), H.
malabaricus (Bloch, 1794), H. microcephalus (Agassiz, 1820), H. microlepis
(Ginther, 1864), H. patana (Valenciennes, 1847) e H. teres (Valenciennes,
1847). Cinco delas ocorrem no Brasil: H. aimara, H. brasiliensis, H. lacerdae, H.
malabaricus e H. microcephalus. H. lacerdae e H. malabaricus s&o as mais
amplamente distribuidas e distinguem-se pela aparéncia da regido gular, onde
em H. malabaricus a linha dentaria converge em forma de “V” com o vértice
apontando para a sinfise mandibular, enquanto em H. lacerdae estas linhas
sdo aproximadamente paralelas e nao se encontram na regido sinfisiana
(Britski et al., 1972).

1.6- Caracteristicas bioldgicas de Hoplias malabaricus

Hoplias malabaricus é um peixe predador carnivoro e sua distribuicao na
América do Sul equivale a distribuicdo dos Erythrinidae. Habita ambientes
preferencialmente |énticos e ndo apresenta habitos migratérios. Nao apresenta
nadadeira adiposa, caracteristica tipica da maioria dos Characiformes.
Geralmente seu corpo apresenta listras irregulares, e a parte inferior da cabeca
apresenta-se marmoreada. As nadadeiras dorsais, anais e caudais também
possuem listras, porém, escuras alternadas com claras e as nadadeiras
peitorais sdo manchadas. A sua fecundacao é externa com desova parcelada e
com cuidado parental, uma caracteristica propria de espécies sedentarias
(Lamas, 1993). A coloracdo da traira varia de parda a marrom com boca
terminal apresentando leve prognatismo (Britski et al., 1988). Embora estudos
morfolégicos sejam ainda pouco em H. malabaricus, os estudos citogenéticos
nesta espécie teve inicio com os trabalhos de Bertollo (1978). Nas ultimas
décadas, a espécie tornou-se um modelo para estudos de evolugao cariotipica
na regido neotropical (Bertollo et al., 2000).



1.7- Aspectos citogenéticos da espécie Hoplias malabaricus

A sistemética da espécie H. malabaricus conhecida vulgarmente como
traira continua ndo resolvida desde a sua descricao feita por Bloch em 1794,
que apontou sua localidade tipo como Malabar, na india. Segundo Dergam
(1996), evidéncias circunstanciais - como o fato de que todas as espécies
descritas por Bloch provinham do Suriname - sugerem que o material-tipo seja
o Suriname. Os primeiros estudos citogenéticos nesta espécie nominal
(Bertollo et al., 1978) evidenciaram que suas populacdes mostram diferencas
quanto ao numero dipldide, variando de 2n=39 em machos do Parana superior,
a 42 cromossomos em populacdes de diferentes localidades. Posteriormente,
Bertollo et al. (2000), indicaram a existéncia de sete citétipos em H.
malabaricus, com diferenciagdes interpopulacionais acentuadas nos cariétipos.
Estes autores classificaram os citétipos em dois grandes grupos cariotipicos,
denominados grupo | (citétipos A, B, C e D) e Grupo Il (citétipos E, F e G)
(Tabela 2). Os sistemas de cromossomos sexuais, assim como a ocorréncia de
cromossomos atipicos sdo especialmente informativos para compreenséo das
relacdes evolutivas entre os citétipos do que as similaridades no numero
dipléide.

Alguns citétipos mostram ampla distribuicao geografica, enquanto outros
parecem ser endémicos a determinadas bacias hidrograficas. Situacbes de
simpatria e sintopia entre citdtipos, sem a deteccdo de espécimes com
férmulas cromossdmicas hibridas, ja foram constatadas em varias localidades,
o que reforca a diferenciacdo existente nesse grupo, sugerindo a inexisténcia
de fluxo génico entre os citétipos (Ferreira et al., 1989; Scavone et al., 1994;
Lemos et al., 2002; Pazza & Julio Jr 2003; Born & Bertollo, 2006). A biologia
molecular vem complementando os estudos citogenéticos, reiterando a

diferenciagao presente nesse grupo (Dergam et al.,1996; 2002).
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Tabela 2. Dados citogenéticos de Hoplias malabaricus. Modificado de Bertollo et al., (2000).

Localidade Citétipo 2n Férmula Sistema Sexual Referéncias
Manaus (AM) — igarapé mindd A 42M/SM - 2
Poconé (MT) — rio Bento Gomes A 42M/SM - 2
Araguaiana (MT) — corrego dois de agosto A 42M/SM - 2,11
Reserva Ecolégica do Jatai (SP) — rio Mogi-Guacgu A 42M/SM - 9
Trés Marias (MG) — rio Sao Francisco A 42M/SM - 2
S. J. do Marinheiro (SP) — rio Grande A 42M/SM - 2,14
Conceigao 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
Pogo Preto (SC) — rio Iguagu A 42M/SM - 2
Guaiba (RS) — rio Guaiba A 42M/SM - 2
Corrientes — Argentina — rio Aguapey A 42M/SM - 3,4
Palmeira (PR) — rio Iguagu 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 Ribeira A 42m/sm - 19
Piraquera — Agu (SP) — rio Ribeira A 42m/sm - 19
Nova Prata do Iguagu (PR) — rio Iguagu A 42m/sm - 20
Parque Estadual Rio Doce (MG) Lagoa Carioca A 42m/sm - 21
Aragargas (GO) — rio Araguaia (¢} 40M/SM - 2
Goias Velho (GO) C 40M/SM - 1
Corumba (MS) — rio Paraguai (¢} 40M/SM - 1,2
Miranda (MS) — rio Miranda (¢} 40M/SM - 1,2
Misiones — Argentina — rio Parana (¢} 40M/SM -
Corrientes — Argentina — rio Aguapey, rio Riachuelo (¢} 40M/SM - 4,5
o 40M/SM X1X1X2X2
Itirapina (SP) — represa do Lobo D 39MSM XAX2Y 2,6
= I . 40M/SM X1X1X2X2
Séo Carlos (SP) — ribeirdo Monjolinho D 39MSM X1X2Y 2,7,8
. ) ) 40M/SM X1X1X2X2
Pirassununga (SP) — rio Mogi-Guagu D 39MSM X1X2Y 2,8
, ) . 40M/SM X1X1X2X2
Ipetna (SP) — rio Passa-Cinco D 39MSM X1X2Y 9
- o 40M/SM X1X1X2X2
Piracicaba (SP) —rio Piracicaba D 39MSM X1X2Y 9
) . N 40M/SM X1X1X2X2
Novo Horizonte (SP) —rio Trés Pontes D 39MSM X1X2Y 9
. - — 40M/SM X1X1X2X2
Mirassolandia (SP) — ribeirdo Barra Grande D 39MSM X1X2Y 2
- . ) ) 40M/SM X1X1X2X2
Reserva Ecolégica Jatai (SP) — rio Mogi-Guagu D 39MSM X1X2Y 9
. ) 40M/SM X1X1X2X2
Conceicédo das Alagoas (MG) — rio Grande D 39MSM X1X2Y 10
) I . 40M/SM X1X1X2X2
Londrina (PR) — ribeirdo Trés Bocas D 39MSM 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
Sao 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 Sao Francisco F 40M/SM - 1,7
. 40M/SM XX
Porto Trombetas (PA) — rio Trombetas G 21M/SM/A XY1Y2 2
) . 40M/SM XX
Porto Velho (RO) —rio Madeira G 21M/SM/A XY1Y2 2
) ~ L - 40M/SM XX
Aripuana (MT) — rio Aripuana G 41M/SM/A XY1Y2 2,6

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 (ndo publicado); 12. Bertollo et al.
(1979); 13. Ferreira et al. (1989); 14. Cavallini e Bertollo (ndo publicado); 15. Dergam (ndo publicado); 16. Born e Bertollo (2000); 17. Jacobina (ndo
publicado); 18 Vicari et al. (2003); Vicari et al. (2003b);19 Vicari et al. (2005); Born & Bertollo (2006).
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Na bacia do rio Doce as primeiras populagbes foram estudadas por
Bertollo et al. (1978), que as caracterizou como 2n=42. Posteriormente,
Ferreira et al. (1989) e Born & Bertollo (2000; 2006) descreveram a ocorréncia
de dois citotipos A e B com 0 mesmo numero diploide 2n=42 na Lagoa Carioca.
O citétipo A caracteriza-se pela formula cromossdémica 11 pares metacéntricos
e 10 pares submetacéntricos e pela auséncia de cromossomos sexuais
diferenciados citologicamente. Ele ocorre com baixa freqiiéncia (1/22 em
Ferreira et al., 1989 e 1/22 em Born & Bertollo, 2006). O citétipo B é abundante
e apresenta féormula cromossémica 12 pares metacéntricos e 9 pares
submetacéntricos e um sistema de cromossomos sexuais do tipo XX/XY, o qual
estaria relacionado a presenca de cistrons de DNA ribossomal (Born & Bertollo,
2000). Born & Bertollo determinaram que os cromossomos X do citétipo B
apresentam um grande bloco de heterocromatina, o que contrasta com o
pequeno bloco do cromossomo Y. Em termos biogeograficos, a bacia do rio

Doce € a unica bacia costeira que apresenta dois cit6tipos vivendo em sintopia.

1.8- Bandamentos Cromossomicos

Nas ultimas décadas, a citogenética vem se destacando por uma
abordagem eficiente na caracterizacdo de grupos naturais, utilizando dados
cariotipicos para identificacdo de espécies (citotaxonomia) e na elaboracao de
padroes de relacionamento e ou filogenias (citossistematica). Essa ferramenta
vem oferecendo o suporte para espécies taxonomicamente problematicas ou
em casos possiveis de espécies cripticas (Bertollo et al., 1986). A grande
maioria das espécies é cariotipicamente Unica, diferindo de outras em relacao
ao numero e a morfologia cromossémica e/ou em relagdo a caracteristicas
citologicas (Dias & Giuliano-Caetano, 2002).

Em peixes, a maioria dos estudos citogenéticos utilizam técnicas como
coloragcao convencional por Giemsa, impregnacdao pela prata para o
reconhecimento das regides organizadoras de nucléolos (Ag-NORs) e
visualizacdo da heterocromatina constitutiva (Bandamento C) (Nirchio &
Oliveira, 2006). Os estudos realizados em diferentes grupos de peixes
neotropicais permitem delinear algumas tendéncias quanto a evolugao

cariotipica de alguns grupos, considerando numero, férmula cromossémica,
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localizagdo de sistemas de cromossomos sexuais assim como a deteccao de
cromossomos B ou supra-numerarios (Almeida-Toledo, 1998). Estes
conhecimentos estdo possibilitando um tipo de abordagem com varios fins
aplicativos em peixes sob o ponto de vista da biotecnologia, destacando-se a
manipulacdo cromossémica € a obtencdo de linhagens polipléides,
ginogenéticas, androgenéticas e de hibridos interespecificos (Toledo-Filho et
al., 1998).

As NORs séao regides do DNA responsaveis pela transcricdo do RNA
ribossd6mico, ocorrem em padrdes caracteristicos nos diferentes grupos de
peixes, podendo variar no numero, localizagdo, intensidade de coloracao e
tamanho, com diferencas inter-individuais dentro de uma mesma espécie ou
mesmo na modalidade de mosaico, entre células de um mesmo individuo
(Morelli, 1998). Variagbes numéricas inter ou intra-individuais no tamanho,
localizagdo e no numero ja foram descritas em varios géneros. Em alguns
grupos apenas um par de cromossomos € corado com prata. Este padrao ja foi
observado em Prochilodontidae (Pauls & Bertollo, 1990), Anostomidae (Galetti
et al., 1984), Parodontidae (Moreira-Filho et al., 1984) entre outros. Em outros
peixes ocorrem NORs multiplas e simples, como Astyanax (Morelli, 1981;
Moreira-Filho, 1989; Paganelli, 1990) ou mudultiplas como em Serrasalmus
(Galetti et al., 1985). Em Hoplias malabaricus as NORs s&o multiplas com
nameros variando entre trés até sete (Bertollo, 1996).

O Bandamento C evidencia regides de DNA altamente repetitivo
(Guerra, 1988), pode também estar presente nas NORs, como também em
centrdmeros, teldmeros assim como em regides intersticiais. A posicao da
heterocromatina em Hoplias malabaricus ocorre tipicamente na regido
centromérica de todos os cromossomos e na regido telomérica de alguns
Cromossomos.

Outras técnicas de bandamentos tém sido empregadas para
caracterizacdo das NORs como fluorocromos base especificos. A cromomicina
A3 por exemplo, evidencia blocos ricos em GC especificos hos cromossomos
presentes nas regides interespagcadoras das NORs, independentemente do
estado de atividade delas (Schweizer, 1980). O DAPI, que evidencia regides
ricas em AT é associado para evidenciar os diferentes tipos blocos de
heterocromatina podendo separa-la em dois grupos: facultativa ou constitutiva
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(Schweizer, 1980). Esses estudos de padrées de NORs, heterocromatina ou
fluorocromos base- especifico podem identificar e esclarecer polimorfismos
cromossémicos e cromossomos sexuais, assim como esclarecer entendimento
sobre alguns processos evolutivos cariotipicos em diferentes grupos de peixes.
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2- METODOLOGIA

2.1- Preparacao dos cromossomos mitéticos (tratamento “in vivo”).

O tecido utilizado para analises citogenéticas foi o rim cefélico, o qual
consiste basicamente de tecido linféide. A técnica de preparo foi originalmente
descrita por Egozque (1971) e modificada para peixes (Bertollo et al., 1978). As
divisbes celulares no tecido renal cefalico podem ser estimuladas por meio de
agentes mitogénicos como fermento biolégico ou um antigeno comercial
(Munolan®). O comprimido de antigeno é dissolvido em 2 mL de agua e
injetado na cavidade peritoneal em doses diarias, na razdo de um comprimido
por 100 g de peso total. Geralmente, os peixes sdo processados apos duas
doses de Munolan.

01- Injetar, na cavidade peritonial, solu¢do aquosa de colchicina (0,025%
em peso/volume) na propor¢cao 1 mL/100 g de peso do animal.

02- Deixar o peixe em aquario bem aerado, por um periodo de 30 a 35
minutos. Decorrido esse tempo, sacrificar o animal e retirar o rim cefalico.

03- Lavar rapidamente o rim, em solucao hipotdnica de KCI (0,075 M).

04- Transferir o material para uma pequena cuba de vidro, contendo 8 a
10 mL de solucéo hipoténica de KCI (0,075 M).

05- Fragmentar bem o material, com auxilio de pingas de dissecc¢ao,
completando este processo com uma seringa hipodérmica, desprovida de
agulha, através de leves movimentos de aspiracdo e expiragdo do material,
facilitando a separacdo das células, até obter uma suspensado celular
homogénea.

06- Colocar a suspensé&o obtida a 36-37°C, durante 20 min.

07- Filtrar a solugéo em |a de vidro e transferi-la para um tubo Falcon de
15 mL.

08- Acrescentar gotas de fixador recém preparado (alcool metilico: acido
acético na proporcao de 3/1) na propor¢cdo de uma gota para cada mL de
suspensao; ressuspender o material e centrifugar por 10 min a 1000 rpm,

descartando o sobrenadante com pipeta Pasteur. Desagregar o botdo celular
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com vibragéo produzida por batidas leves do dedo indicador no fundo do tubo
Falcon.

09- Adicionar, vagarosamente, 5 a 7 mL de fixador recém preparado,
deixando-o escorrer pela parede do tubo.

10- Ressuspender o material cuidadosamente, com auxilio de pipeta
Pasteur e centrifugar o material por 10 minutos a 1000 rpm, descartando o
sobrenadante.

11- Repetir os itens 08 e 09. Apds a ultima centrifugacao e eliminacao do
sobrenadante, adicionar 1,5 a 2 mL de fixador e ressuspender bem o material.
O material pode entdo ser guardado no refrigerador por um periodo
aproximado de um més, acondicionado em pequenos frascos plasticos, tipo
Eppendorf, ou trabalhado imediatamente conforme os seguintes passos:

12- Pingar 3 a 4 gotas de suspensdao, com pipeta Pasteur, sobre
diferentes regides de uma lamina bem limpa, aquecida em agua destilada a
80°C.

13- Eliminar o excesso de material e fixador, inclinando um pouco a
lamina sobre um papel de filtro.

14- Secar ao ar.

15- Corar com Giemsa, diluido a 5% em tampéao fosfato pH 6,8 durante
7- 10 minutos.

16- Lavar a lamina com agua de torneira e deixar secar ao ar.

2.2 - Classificacao dos cromossomos.

Os cromossomos mitéticos foram classificados de acordo com Levan et
al. (1964), com base no indice relacdo de bragos (RB = comprimento do braco
maior / comprimento do brago menor), da seguinte forma:

1,00 — 1,69 metacéntrico (m)

1.70 — 2.99 submetacéntrico (sm)

3,00 — 6,99 subtelocéntrico (st)

7,00 — <« telocéntrico (1)
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2.3 - Deteccao de heterocromatina constitutiva (Bandamento C).

Bandamento € uma abordagem quimica ou molecular que permite
determinar a organizagdo do cromossomo eucarioto, por meio da diferenciacéo
longitudinal dos bragos cromoss6micos (Sumner, 1972). O padrao de
heterocromatina constitutiva das espécies tem sido um dado cariotipico muito
relevante em estudos de peixes neotropicais (Almeida-Toledo, 1998).

Para o estudo da heterocromatina constitutiva, foi utilizada a técnica de
Sumner (1972), com pequenas modificagcdes:

1-Tratar o material, preparado segundo a técnica descrita para
cromossomos mitoéticos, com HCI 0,2N em temperatura de 42° C, por 6 min.

2- Lavar em agua destilada e secar ao ar.

3- Incubar a lamina por 25 s a 1 min, em solugado de Ba (OH), 8H20, a
5%, a 42°C, recém preparada e filtrada. O tempo do tratamento do hidréxido de
bario deve ser determinado para cada espécie. Melhores resultados com o
tempo de 55 s a 1 minuto.

4- Lavar rapidamente em solugao de HCI 0,2 N.

5- Lavar varias vezes em agua destilada e secar ao ar.

6- Incubar em solugao 2X SSC, a 60°C, por 1 hora.

7- Lavar varias vezes em agua destilada e secar ao ar.

8- Corar em Giemsa, diluido a 2% em tampao fosfato pH 6.8, durante
20-30 minutos. Pode-se corar com Giemsa 5% por 5 a 10 minutos.

9- Lavarem égua corrente e secar ao ar.

2.4 - Deteccao de Regioes Organizadoras de Nucléolo (NORs ou
RONSs).

As NORs séao regides dos cromossomos envolvidas na transcricdo de
RNA ribossémico, e conforme a sua funcdo nas células, elas podem ser
detectadas pela técnica de tratamento com nitrato de prata, que mostra essas
regides manchadas de preto em alguns cromossomos. Caracteristicas das
NORs tém sido usadas para propor hipoteses sobre tendéncias evolutivas dos
cariétipos (Almeida-Toledo, 1998).

17



A caracterizagdo das regides organizadoras foi feita seguindo a técnica
descrita por Howell & Black (1980), com algumas modificagbes:

1- Pingar sobre uma I|amina, preparada conforme a técnica para
cromossomos mitoticos, uma gota de solucdo aquosa de gelatina 2%
(acrescida de acido férmico diluido na relacdo de 1 mL/100 mL de solucao de
gelatina).

2- Adicionar sobre a gota de gelatina duas gotas de solugdo aquosa de
nitrato de prata 50%. Cobrir com laminula.

3- Incubar em estufa a 70°C, por um periodo de 3 a 8 min, monitorando
a coloragdo da lamina e dos cromossomos, ao microscopio.

4- Quando as NORs e os nucléolos assumirem uma coloracao preta ou
marrom e 0s cromossomos um tom amarelado, lavar bem em agua deionizada
com o auxilio de uma pisseta, possibilitando que a laminula seja retirada pelo
jato d"agua.

5- Corar com solugdo de Giemsa, (1% em tampéo fosfato, pH 6,8)

durante 1 min. Lavar em agua destilada e secar ao ar.

2.5- Deteccao de Coloracao Sequencial com Fluocromos
DA/DAPI/CMA;).

Os fluorocromos sao corantes que ao serem excitados por uma fonte de
luz bastante energética, fluorescem emitindo luz dependendo do comprimento
de onda absorvido.

Para realizar a observacado foi utilizado um microscopio de
fluorescéncia, composto de fonte luminosa, lentes de aumento adequadas e
jogos de filtro capazes de filtrar a luz de determinados comprimentos de onda.

Uma grande variedade de fluorocromos vem sendo utilizada na
coloragdo de cromossomos em estudos citogenéticos, produzindo um padréo
caracteristico de bandas fluorescentes, conforme a especificidade do
fluorocromo. Duas categorias sdo conhecidas de acordo com a afinidade por
sequéncias de DNA: aqueles que sado especificos para AT, DAPI (4—6—
diamidino—2—phenylindole), Quinacrina, Hoechst 33258 e os especificos para
GC, Cromomicina A3, Mitramicina, Actinomicina.
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Para a caracterizagdo dos fluorocromos foi utilizado o protocolo proposto
por Carvalho et al., (2005):

Para a dupla coloracao com os fluorocromos CMA e DAPI, as laminas
foram envelhecidas por trés dias, coradas com 10 uL de CMA 0,5 mg/mL por
30 min e em seguida corada com 10uL de DAPI 2 ug/mL por 60 min (Carvalho
et al. 2005, com modificagdes). As laminas foram montadas em tampéao
glicerol-Mcllvaine pH 7,0 (1:1) e novamente envelhecidas por trés dias antes da
andlise no microscopio de fluorescéncia Leica DMLB. A captura de imagens foi
feita com uma camera de video Cohu CCD e software Leica QFISH. As
imagens foram posteriormente editadas no Adobe Photoshop verséo 7.0.

3 — Analise do Material.

Para uma segura analise a respeito da montagem dos cariétipos das oito
localidades onde os espécimes de traira (H.malabaricus) foram coletados,
obtive uma média de 15 metafases por lamina analisada por individuo. Essas
metafases foram analisadas em um microscopio Olympus Cx41 e fotografadas
em um microscépio Olympus™ BX60 com uma objetiva de 100x, ligado & uma
camera CCD (Optronics, modelo DEI-470). As imagens foram capturadas em
alta definicdo, o que permitiu a realizacdo de medidas relativamente precisas
dos cromossomos, com o auxilio do programa Image-Pro® Plus, versao 3.1
(Media Cybernetics, 1998). Porém o trabalho final das imagens foi realizado em
outro programa Adobe® Photoshop, versédo 7.0.1 (Adobe Systems, 1996).

Os cromossomos foram identificados em fungdo entre os bragos (AR),
dividindo-se o tamanho do bragco maior pelo tamanho do brago menor,
seguindo a regra criada por Levan et al. (1964) onde 0s cromossomos Sao
classificados em metacéntricos (M, AR = 1,00 — 1,69), submetacéntrico (SM,
AR = 1.70 — 2.99), subtelocéntrico (ST, AR = 3,00 — 6,99) e telocéntrico (T, AR
> 7,00). Cada cromossomo do complemento cariotipico, bem como os bragos
dos cromossomos dessa espécie de peixe destas oito localidades teve seu
tamanho medido tanto de modo absoluto como de modo relativo. A medida
absoluta foi a média dos tamanhos de cada cromossomo nas quinze metafases
analisadas por lamina de modo a evitar problemas relacionados a diferentes

graus de condensacgao de cada cromossomo. Ja a medida relativa foi realizada
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comparando o tamanho de cada cromossomo com o tamanho do cromossomo
maior do complemento e seu valor também foi resultado de uma média das
quinze metafases analisada por lamina. No momento que as relagdes entre os
tamanhos dos cromossomos foram definidas, o cariétipo foi montado seguindo
a proposta de Levan et al., (1964), em funcédo da razao dos bragos, em ordem
decrescente.

Com os padrées observados com os bandamentos C, NOR, e os
tratamentos com fluorocromos, foram construidos os cariétipos para as
localidades onde os espécimes de traira (H. malabaricus) foram coletados para
o estudo do presente trabalho, facilitando a comparacao entre os cariétipos
dessa espécie.

Todos os espécimes logo apds o processamento citogenético foram
fixados em formol 10% e transferidos para alcool 70%. Todos os individuos
foram depositados na colecéo ictioldgica do Museu de Zoologia Joao Moojen
de Oliveira, na Universidade Federal de Vigosa, Vigcosa, MG, Brasil.

20



CAPITULO 2

Variacao Cariotipica em Populacées de Hoplias malabaricus
(Bloch, 1794) (Teleostei: Erythrinidae) em Lagos do Sudeste do
Brasil

INTRODUCAO

A regiao neotropical é reconhecida como a mais rica do mundo em
termos de espécies de peixes de agua doce (Schaefer, 1998). Os mecanismos
responsaveis por essa diversidade e sua acao temporal sado, porém,
basicamente desconhecidos. A analise do padrao de distribuicdo biogeografica
destas espécies pode beneficiar-se de dados da histéria geomorfoldgica de
diferentes regides. Por apresentarem limitagdes fisiolégicas e morfolégicas que
impedem sua sobrevivéncia fora do ambiente aquatico, os peixes sdo animais
especialmente informativos para investigar o passado geolégico e modificacdes
ambientais, especialmente os de agua doce (Myers, 1938). Por este motivo,
analises biogeograficas destes organismos fornecem uma ligagao natural entre
evolugao geoldgica e a bidtica, uma vez que a dispersao de peixes depende de
conexdes entre cabeceiras ou drenagens adjacentes (ex: Sivasundar et al.,
2001; Montoya-Burgos, 2003).

No Brasil, poucas regides possuem 0 seu registro geoldgico bem
documentado, o que dificulta a interpretacao temporal dos padrdes biolégicos
observados. Neste sentido, a bacia do médio rio Doce representa uma
condicao especial, ja que inclui um sistema lacustre que é caracterizado como
uma reliquia do Pleistoceno Superior (Meis & Moura, 1984). Petri & Fulfaro
(1984) indicam a evolugcado geomorfolégica da bacia do médio rio Doce como
um paradigma de evolucao quaternaria no Brasil, com datacdo indicada para
dois ciclos; um primeiro ciclo pleistocénico entre 10.000 a 14.000 anos (Meis &
Monteiro, 1979) e um segundo ciclo holocénico datado entre 7.800 (+/-250) e
3.365 (+/-155) (Tundisi & Meis, 1985). Esta regido € composta por

aproximadamente 150 lagoas que variam em tamanho e que apresentam uma
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ampla gama de ambientes e de graus de eutrofizagdo natural (Espindola et al.,
2003).

A perspectiva temporal representa uma fonte promissora para estudos
de carater evolutivo, onde cada lagoa pode ser considerada como unidade
experimental de fendmenos biolégicos incluindo freqiiéncias alélicas e taxas de
substituicbes moleculares (ex: Dergam et al., 2002), assim como padrdées que
dependem de aspectos demograficos, como a fixagdo de rearranjos
cromossémicos. Por outro lado, o sistema lacustre também representa um
laborat6rio do processo de degradacao da biodiversidade, como resultado da
presenca de espécies introduzidas (Sunaga & Verani, 1983; Godinho, 1994;
Alves & Vieira, 1996; Vono & Barbosa, 2001; Latini, 2004; 2005). A fauna de
peixes das lagoas reune cerca de um terco da riqueza de peixes da bacia do
rio Doce (Godinho & Vieira, 1998). Em trés lagos do rio Doce, a presenca de
tucunarés (Cichla monoculus) e de piranhas (Pygocentrus nattereri) resultou na
reducédo de metade das espécies de peixes nativos (Godinho et al., 1994). Em
2005, estas espécies introduzidas ocorriam em 90% das lagoas do Parque
Estadual do Rio Doce (Latini, 2005). Apesar dessa degradagdo biotica, a
singularidade geolégica e ambiental dessa regido qualifica este sistema
lacustre com a categoria maxima (categoria especial) para conservagao no
bioma Mata Atlantica (MMA/SBF 2000).

A espécie Hoplias malabaricus, conhecida popularmente como traira,
pertence a familia Erythrinidae e estd presente em praticamente todas as
bacias do Brasil (Oyakawa, 2003). Sob o ponto de vista citogenético, essa
espécie possui sete citétipos diferenciaveis e cada um deles com
caracteristicas cromossémicas exclusivas, refletindo a fixacdo de diversas
mudancas cromossémicas e genéticas. Este alto grau de diversificacao sugere
que este taxon nominal é constituido por varias unidades biolégicas
independentes, requerendo uma re-andlise de sua situagdo taxondmica
(Bertollo et al., 2000). Na bacia do rio Doce, dois citétipos com nimero diploide
2n=42 ja foram encontrados. O primeiro denominado citétipo A, sem
cromossomos sexuais diferenciados e férmula cromossémica (11 pares
metacéntricos, 10 submetacéntricos) e o citétipo B (12 pares metacéntricos, 8
submetacéntricos e 1 par subtelocéntrico nas fémeas e um subtelocéntrico e

um sumetacéntrico nos machos) indicando a presenga de cromossomos
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sexuais do tipo XX/XY, foram caracterizados em simpatria e sintopia na lagoa
Carioca (Ferreira et al., 1989; Born & Bertollo, 2006). Nos dois estudos, o
citétipo A foi encontrado em baixa frequéncia (1/22) (Ferreira et al., 1989) e
(1/22) (Born & Bertollo, 2006). O citétipo B também ocorre nas lagoas
Ferrugem, Amarela, Azul e Dos Patos (Born, 2000). A traira aparentemente é a
Unica espécie indigena que ndo esta ameacada pela presenca de espécies
invasoras neste sistema lacustre e por esse motivo, estudos comparativos
entre as diferentes populagcées podem incluir todas as lagoas do sistema. Os
objetivos deste trabalho foram: determinar a ocorréncia de simpatria dos
citotipos A e B em sete lagoas, além da Lagoa Carioca, comparar as diferentes
populacdoes das oito lagoas sob o ponto de vista citogenético, verificar a
ocorréncia de polimorfismos e/ou variagdes interpopulacionais e caracterizar o
nivel de diferenciagdo cariotipica ocorrido no intervalo temporal do Pleistoceno
ao atual.
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MATERIAL E METODOS

Foram coletados 66 espécimes (31 machos e 35 fémeas) provenientes
de oito lagoas do médio rio Doce (Figura 2 e Tabela 3). Os espécimes foram
condicionados em sacos plasticos com agua e oxigénio sendo transportados ao

laboratoério, onde foram mantidos vivos em aquario até o seu processamento.

Tabela 3. Pontos de Coleta na regido do médio rio Doce.

Localidade Coordenadas GPS Tamanho amostral (machos/fémeas)
Marola lg:;g gg g;’;g;g 2 machos e 2 fémeas
Linglica lg:gg 531;8888 2 machos e 2 fémeas
Cristal lg:g’g gg (13;888(8) 5 machos e 3 fémeas
Juiz de Fora 12:;’; gg ggg’;gg 2 machos e 3 fémeas
Curi lgzgg 11 2?8888 3 machos e 8 fémeas
Horténcia lg:gg (1)2 gggggg 2 machos e 5 fémeas
Tiririca lgzgg’ ?g 238883 5 machos e 6 fémeas
Carioca lg:gg fg gﬁjgcs) 10 machos e 6 fémeas

A divisdo celular foi estimulada “in vivo” com duas aplicagdes de
Munolan® na razdo de um comprimido diluido em 0,5 ml de agua na proporgao
de 100 g de peso do animal. Os cromossomos mitéticos foram obtidos a partir
de células do rim anterior, segundo Bertollo et al. (1978). Para o estudo da
heterocromatina constitutiva foi utilizada a técnica de Sumner (1972), com
modifica¢des (resultados satisfatérios foram obtidos com exposi¢cdo da lamina
ao bario 42° durante um minuto). A deteccdo de NORs foi feita conforme a
técnica descrita por Howell e Black (1980). A dupla coloragcdo com os
fluorocromos base especificos CMA3 (rico em GC) e DAPI (rico em AT) foi
realizada segundo Carvalho et al. (2005). As metafases foram analisadas em
um microscépio Olympus CX41 e fotografadas em um microscépio Olympus ™

BX60 com uma objetiva de 100x, ligado a uma camera CCD (Optronics,
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modelo DEI-470). As medidas cromossémicas foram obtidas com o auxilio do
programa Image-Pro Plus, versdo 3.1 (Media Cybernetics, 1998). As medidas
cromossbmicas foram feitas conforme Levan et al. (1964), sendo os
cromossomos classificados como metacéntrico (M, AR = 1,00 — 1,69),
submetacéntrico (SM, AR = 1.70 — 2.99), subtelocéntrico (ST, AR = 3,00 —
6,99) e telocéntrico (T, AR > 7,00). Foi utilizado os programas NTSYS (Rohlf,
1989) e 0 GENES (Cruz, 2007), o primeiro para construcdo de um fenograma,
obtido pelo método de agrupamento de médias aritméticas ndo ponderadas
(UPGMA) e o segundo para realizacdo do teste de Mantel, para verificar a
relacdo entre o indice de dissimilaridade e a distancia geogréafica. Os
idiogramas foram construidos com Easydio® versao 1.0 (disponivel em

www.keithley.com).

Todos os espécimes logo apds o processamento citogenético foram
fixados em formol 10% e transferidos para alcool 70%. Todos os individuos
foram depositados na colegéo ictioldgica do Museu de Zoologia Jodo Moojen
de Oliveira, na Universidade Federal de Vigosa, Vigcosa, MG, Brasil.
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RESULTADOS

Todas as populagbes analisadas de Hoplias malabaricus apresentaram
2n=42 cromossomos em ambos 0S géneros, com Cromossomos sexuais
XX/XY, correspondendo ao citétipo B. conforme definido por Ferreira et al.
(1989) e Born e Bertollo (2000). O cari6tipo é constituido por 12 pares de
cromossomos metacéntricos, 8 pares submetacéntricos um par subtelocéntrico
em fémeas, enquanto os machos apresentam um cromossomo subtelocéntrico
e outro submetacéntrico de menor tamanho, com numero fundamental de
NF=84 (Figuras 3A, 4A, 5A, 6A, 7A, 8A, 9A e10A).

Os numeros de sitios evidenciados pelo nitrato de prata (NORs)
mostraram-se extremamente variaveis, localizados preferencialmente na regiao
telomérica em alguns pares cromossémicos e variando em numero de 2 a 7 no
mesmo individuo. As marcacgdes biteloméricas variando de um a dois pares por
metafase dentro do mesmo individuo. As NORs biteloméricas apareceram em
todos os machos, associadas ou ndo a NORs teloméricas. Por outro lado,
algumas fémeas nao apresentaram NORs biteloméricas. Marcacdes de NORs
Nos cromossomos sexuais ocorreram em menor freqiéncia (Tabela 4 e Figuras
11e12).

Todos os cromossomos apresentaram blocos heterocromaticos na
regidao centromérica ou pericentromérica e alguns cromossomos também
apresentaram blocos na regido telomérica (Figuras: 3B, 4B, 5B, 6B, 7B, 8B, 9B
e 10B), conforme observado em outras populagdes do grupo. Entretanto, foi
observada uma diferengca constante entre os blocos heterocrométicos dos
cromossomos X nas fémeas. Diferencas conspicuas foram também
observadas entre as amostras das lagoas, envolvendo a ocorréncia dos blocos
biteloméricos entre o0s pares cromossdmicos, o0 tamanho dos blocos
centroméricos e a ocorréncia de blocos heterocromaticos teloméricos nos
bracos superiores e inferiores de alguns cromossomos (Tabela 5). Este padréao
de variacao foi codificado (Anexo1) e representado num fenograma (Figura 13)
e apresentado também em forma de idiograma (Figuras 16 € 17). O padrao
geral de variacdo sugere que existe uma relagdo entre a distancia entre as

lagoas e a similaridade cromossdmica, com a lagoa Marola sendo a mais
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divergente (Figura 14). A implementagdo pelo teste de Mantel indicou uma
possivel correlacdo entre o indice de dissimilaridade e a distancia geografica
(r=0,6163; p < 0,05) (Figura 15).

Os resultados obtidos com fluorocromos cromomicina Az (CMA3z) e DAPI
nas lagoas Carioca (fémea), Juiz de Fora (fémea), Lingtica (macho), Marola
(fémea) Tiririca (macho) e Curi (fémea), evidenciaram marcagbes bem
conspicuas em varias regides cromossdmicas, com numero maximo de oito
marcacgodes fluorescentes por metafase (Figuras 18 e 19). O CMA; evidenciou
forte marcacao do cromossomo X em machos das lagoas Tiririca (Figura: 18F)
e Linguica (Figura 18l). A marcacao com CMA; foi menos intensa e restrita a
apenas um dos cromossomos X das fémeas das lagoas Juiz de Fora, Carioca
e Curi (Figuras 19C, 19F e 19I). Entretanto, esta marcacao nao foi evidenciada
nas fémeas da lagoa Marola (Figuras 18A e 18C). Algumas regides ricas em
GC aparentemente associadas a condicdo de NORs biteloméricas foram
também evidenciadas, embora com baixo nivel de fluorescéncia. Em todos os
casos, as regibes ricas em GC apresentaram-se com baixo nivel de
fluorescéncia de DAPI (Figuras 18B, 18E, 18H e 19B, 19E e 19H). Alguns
cromossomos submetacéntricos que nao sao portadores de NORs também
apresentaram marcagcdes bem conspicuas nas regides pericentromérica ou
telomérica (Figuras 18A, 18D ,18G e 189, 19D, 19G).
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Figura 3. Caridtipos de Hoplias malabaricus da populagdo da lagoa Carioca.
Giemsa (A) e Bandamento C (B). A barra corresponde a 10 um.
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Figura 4. Cari6tipos de Hoplias malabaricus da populagdo da lagoa Cristal.
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Figura 5. Cari6tipos de Hoplias malabaricus da populagdo da lagoa Curi. Giemsa
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Figura 9. Cariétipos de Hoplias malabaricus da populagdo da lagoa Marola.
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Figura 10. Caridtipos de Hoplias malabaricus da populagao da lagoa Tiririca.

Giemsa (A) e bandamento C (B). A barra corresponde a 10 um.
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Tabela 4. Padrao de variagdo de NORs nas lagoas. + presenga e - auséncia

Lagoas N? de cromossomos Biteloméricas = Cromossomos
portadores de NORs (moda) sexuais metafases

Carioca 2-5 (4) + - 11
Cristal 3-7(5) + + 10
Curi 1-4(2) + - 11
Horténcia 2-6 (4) + + 13
Juiz de Fora 1-4 (4) + + 15
LingUica 4-7(5) + - 9
Marola 1-5(4) + - 9
Tiririca 1-4 (4) + + 15

N¢ de Céluas

Simples

Bitelomérica Sexuais

Tipos de NORs

Figura 11. Ocorréncia dos tipos de Nors nas populagdes de H. malabaricus do médio rio Doce.

37



—

< # .
. \4 ‘
¥ e :
oL o ¥ 4 r% A ey
R VAR
+ o %
\ "'q ‘r ¥
' -
oo K T o« .
. -~ 5 ‘2
. ‘\\A ° ." e
° <t ¥ ) e

3

Oy
'
L
7 -x’._.*.

Figura 12. Diferentes padrdes de NORs obtidos por impregnagdo de nitrato de prata
nas populagbes de Hoplias malabaricus das lagoas do médio rio Doce. As setas indicam o tipo
de marcagao:( Marcagao simples — ), ( Marcagao Bitelomérica —e ), ( Marcagao no

sexual —>).
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Tabela 5. Padroes de distribuicao de heterocromatina entre populagdes de H. malabaricus das lagoas do médio
rio Doce. Os numeros indicam os pares portadores dos blocos de heterocromatina.

Lagoas | Grandes blocos  SSCECE s telomeros | Marcasoes o e no
controméricos biteloméricas
braco curto braco longo cromossomo X
Carioca 2 - 20 4,5,9,10,12 grande
Cristal - - 20 6,7,8,9,10 grande
Curi - 14 19, 20 4,5,8,9, 10,11 grande
Horténcia 2 - 15,19,20 ~ +>%3 1011, grande
Juiz de
Fora i 14 15,17, 20 4,5,7,8,9, 11 grande
Linglica - - - 6,9, 10, 11 grande
Marola 1,2,8,4,14,17 - 5,20 8,9, 10, 11 pequeno
Tiririca 2,3,16,17 - 17,19, 20 4,6,8,9,10 grande
Carioca
| Curi
Horténcia
J. Fora
Cristal
Lingiiica
Tiririca
Marola
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
030 059 059 ors i}
Coefficient

Figura 13. Fenograma de similaridade entre as populagées de Hoplias malabaricus nas lagoas estudadas pelos padrdes
de banda C e marcagédo com CMA; positivo no cromossomo sexual.
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Figura 15. Gréafico evidenciando a relagdo entre a distancia geografica em Km entre as
lagoas estudadas do médio rio Doce e o indice de dissimilaridade (p< 0,05).
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Figura 16. Idiograma dos cromossomos metacéntricos das populagbes de Hoplias
malabaricus das oito lagoas estudadas, evidenciando a distribuigdo dos blocos de
heterocromatina (coloragéo preta).
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Figura 17. Idiograma dos cromossomos submetacéntricos e dos cromossomos
sexuais das populagdes de Hoplias malabaricus das oito lagoas estudadas,
evidenciando a distribuigdo dos blocos de heterocromatina (coloragéo preta).



Figura 18. Metafases mitéticas de Hoplias malabaricus das lagoas Marola (fémea A, B
e C), Tiririca (macho D, E, F) e Linglica (macho G, H, I) apds coloragao com
Cromomicina (CMA;) evidenciando bandas fluorescentes positivas (C, G, 1), DAPI
marcas negativas (B, E, H) e sobreposicbes CMA; /DAPI (A, D, G). A barra

corresponde a 10 um.
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Figura 19. Metafases mitéticas de Hoplias malabaricus das lagoas Juiz de Fora (fémea A, B e
C), Curi (macho D, E, F) e Carioca (macho G, H, 1) apés coloragdo com Cromomicina (CMAz)
evidenciando bandas fluorescentes positivas (C, F, I), DAPI marcas negativas (B, E, H) e
sobreposi¢cdes CMA;/DAPI (A, D, G). A barra corresponde a 10 um.
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DISCUSSAO

A predominancia do citotipo B € consistente com o indicado inicialmente
para as lagoas Carioca, Ferrugem, Amarela, Azul e Dos Patos (Bertollo et al.
1978; Ferreira et al, 1989; Born & Bertollo, 2000). Ferreira et al., (1989)
propuseram que este citétipo derivou do citdétipo A, via uma inversao
pericéntrica que originaria os cromossomos sexuais do tipo XX/XY envolvendo
também a modificagdo de um par submetacéntrico em subtelocéntrico. A
natureza polimérfica do cromossomo X, descrita por Born (2000) é um carater
diagndstico que diferencia os citétipos A e B. Embora Born & Bertollo (2000)
consideraram o citétipo B como restrito ao sistema lacustre do Parque Estadual
do Rio Doce (PERD), estes resultados demonstram que ele predomina em
outras lagoas do sistema, assim como nas cabeceiras do rio Piranga (Dergam,
obs. pess.), o principal afluente da bacia do rio Doce. O citétipo A é de ampla
distribuicdo e ocorre na maioria das bacias do sudeste do Brasil (Bertollo et al.,
2000). O citotipo A nédo foi encontrado em nenhuma das lagoas estudadas, mas
€ possivel que ainda ocorra em baixa freqiéncia, ja que o tamanho amostral
nao permitiu descartar essa possibilidade.

Embora o citétipo B apresentou-se estavel em termos de coloracao
convencional com Giemsa, ocorreram grandes diferengas interpopulacionais
relativas aos padrdoes de NORs, bandamento C e fluorocromos CMA; e DAPI. A
condicdo de NORs multiplas teloméricas é caracteristica de H. malabaricus
(Bertollo, 1996; Born & Bertollo, 2000; Vicari et al., 2003 e 2006) e também
caracteriza a familia Erythrinidae (Bertollo, 1996). A presenca de marcagoes
biteloméricas por impregnacao pela prata foi bem evidente nas oito lagoas
estudadas, indicando que este estado de carater é proprio das trairas com
citétipo 2n=42, como comprovado também por outros estudos (Born & Bertollo,
2000; 2006; Lemos et al., 2002 e Vicari et al, 2003; 2006). Porém, sua
ocorréncia em todos os machos e em algumas fémeas parece caracterizar as
populagbes do médio rio Doce. Geralmente em cromossomos de peixes, as
marcacdes evidenciadas pela prata mostram estreita relacdo com as regides
ricas em GC como é o caso da cromomicina CMA; (Galetti & Rasch, 1993;

Mestriner et al., 1995). Entretanto, nas populacdes estudadas, os sitios
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biteloméricos caracterizaram-se por apresentar baixa fluorescéncia.
MANDRIOLI et al. (2001) identificaram sitios positivos a impregnagcdo com
prata, mas que se mostravam negativos em coloragdo com fluorocromo CMA3
em Gobius niger (Gobiidae). A presenca e a origem das NORs biteloméricas &
uma questao pouco elucidada na citogenética de peixes, aparecendo em
espécies nao aparentadas, como no ciprinodontideo Poecilia latipunctata
(Galetti Jr & Rasch, 1993). Vale ressaltar que os padroes de variagbes quanto
ao numero de NORs tanto intraindividuais como intrapopulacionais sao
normalmente visualizadas em populacdes de H. malabaricus, e tais diferencas
sdao normalmente atribuidas a mecanismos de regulagcdo transcricional
(Bertollo, 1996; Born & Bertollo, 2000). A regulagdo transcricional também
explicaria a constante diferenga de tamanho observada entre os cromossomos
X.

Born & Bertollo (2000), realizando estudos com sondas especificas para
localizagédo de rDNA 18S nas populagées de Hoplias malabaricus do Parque
Estadual do rio Doce, confirmaram marcagées em até 10 cromossomos do
cariétipo, incluindo o cromossomo X subtelocéntrico. Vicari et al. (2003)
discutem que a presengca dos cistrons ribossomais 18S associados a
heterocromatina, em uma regido rica em GC, evidencia uma provavel
homeologia entre 0 cromossomo X do citétipo B e 0 16° par cromossdémico do
citotipo A, o qual teria um possivel papel para o DNA repetitivo desse segmento
na diferenciacao desses cromossomos sexuais, no que se refere a evolugao do
sistema XX/XY do citétipo B. A técnica de impregnacao por prata demonstrou
uma NOR situada em posicao distal ou subterminal no braco longo e adjacente
a um bloco heterocromdtico no cromossomo X, conforme indicado
anteriormente por Born & Bertollo (2000). As variacbes populacionais de
heterocromatina constitutiva sdo consistentes com o indicado por Born &
Bertollo (2000), os quais mostram variagdes no tamanho da NOR e/ou no
segmento heterocromatico rico em GC. Os resultados deste trabalho indicam,
porém, que esta variagdo pode caracterizar populagdées de algumas lagoas,
como no caso da reducdo do bloco heterocromético da lagoa Marola. O amplo
grau de variagdo heterocromatica, observado nas populagcdes do sistema
lacustre, pode representar um importante grau de diferenciagéo genética.
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Varios estudos destacam a importancia e o papel da heterocromatina.
Irick (1994), estudando a distribuicdo de heterocromatina em Drosophila,
propds que esta seria responsavel pela segregacdo dos Cromossomos
homédlogos durante a meiose. Outros autores também sugerem que a
heterocromatina teria um papel na arquitetura nuclear (Denburg et al., 1996) e
também na expresséo génica pelo efeito de posicao (Pardue & Henning, 1990).
Lewin (1994) sugere que a posicdo centromérica da heterocromatina estaria
relacionada a funcao estrutural no cromossomo, uma vez que é nesta regiao
que se encontram o0s cinetdocoros que exercem um importante papel na
segregacgao cromossdmica durante 0s processos de meiose e mitose.

Entretanto, outros autores consideram que a variacdo na estrutura da
heterocromatina teria um efeito negativo em determinados organismos. John
(1988) considera que polimorfismos de heterocromatina geralmente estao
relacionados a replicagcdo multipla, mudancas unilaterais na amplificacao,
acumulacéao e delecdo. Este autor ainda ressalta que o papel e a presenca dos
blocos heterocromaticos inibem a formacdo de quiasmas, embora existam
algumas excegdes como o caso de Allium em que os quiasmas sdo formados
adjacentes aos blocos de heterocromatina (Loidl, 1982). Segundo White
(1973), em quase todas as populagbes naturais encontram-se casos de
polimorfismo cromossémico. John & Lewis (1979), discutindo o polimorfismo de
inversbes em varias populagcdées naturais de Drosophila, consideram que o
polimorfismo, por si, € adaptativo, e estas alteracées poderiam de alguma
forma ajustar o individuo as diferentes condigdes impostas pelo ambiente,
respondendo geneticamente as variagbes espaciais e temporais. A
heterocromatina tem sido reconhecida como relevante na evolugao cariotipica
dos peixes, principalmente na identificacdo dos polimorfismos (Ojima & Ueda
1979), com uma composicao altamente repetitiva, ela poderia facilitar
alteragGes que determinariam os rearranjos cromossdmicos, constituindo uma
importante fonte de variagdo (Wichman et al., 2001), interferindo no processo
de recombinacdo, comprometendo igualmente a formacado de quiasmas em
regides eucromaticas adjacentes (John & King 1985; John, 1988). Alguns casos
de polimorfismos de heterocromatina ja foram documentados na ictiofauna
neotropical, com exemplos de variagdes intrapopulacionais em Astyanax

scabripinnis (ex: Mantovani et al., 2000) e varia¢des interpopulacionais em H.
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malabaricus dos rios Tibagi e Iguagu (Vicari et al., 2003). Embora geralmente a
heterocromatina esteja relacionada com o0s efeitos do pareamento
cromossémico na meiose e com o crossing-over este efeitos nem sempre séo
consistentes, e a idéia geral de como a heterocromatina controla essas fungoes
ainda é pouco conhecida (Sumner, 2003).

O fenograma obtido a partir dos padrées de heterocromatina agrupou
algumas lagoas préximas como as lagoas Curi e Horténcia, Juiz de Fora e
Cristal e por outro lado, separou a lagoa mais distante (Marola), sugerindo
efeitos de isolamento por distancia, aparentemente relacionados com baixos
niveis de fluxo génico entre as lagoas. O teste de Mantel também reforca esta
hipétese.

Os fluorocromos CMA3/DAPI também permitiram identificar algumas
particularidades que ndo sao evidentes com os bandamentos C e NORs como
marcacgoes teloméricas nos cromossomos submetacéntricos marcadas
positivamente pela cromomicina e negativamente pelo DAPI. Essas regides
particulares coradas por esses fluorocromos parecem nao corresponder aos
locus de rDNA. Pendés et al. (1983) consideram que variagbes em tamanhos
dos blocos heterocromaticos assim como das préprias NORs, podem ser
devidos a mecanismos de crossing-over desigual ou trocas entre cromatides
irmas, envolvendo as sequUéncias repetidas dessas regides. Entretanto, estes
autores ainda consideram que nem sempre a cromomicina e a coloragao pelo
nitrato de prata sdo os melhores métodos para a localizacdo do rDNA em
espécies de peixes, onde uma grande soma da heterocromatina rica em bases
GC é associada com as NORs. Desta forma, Gold et al. (1990) indicam que em
salmonideos ndo existe uma relacao entre o sinal da cromomicina Az € a NOR,
ja que este fluorocromo também pode corar seletivamente a heterocromatina.
Por outro lado, uma clara associacdo entre NORs e fluorocromos GC
especificos tem sido demonstrada em outros casos (Pendas et al., 1993 Galetti
Jr 1998; Born & Bertollo, 2000 e 2006). Em alguns casos, as regides
organizadoras de nucléolos mostram-se adjacentes as bandas
heterocromaticas (Artoni & Bertollo, 1999; Vicari et al., 2003) enquanto que, em
outros casos, parece ocorrer uma intercalagcdo dessas duas regides no

cromossomo (Pendas et al., 1993).
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Com base na incerteza dos efeitos e fungdes da heterocromatina,
consideramos que os polimorfismos cromossémicos obtidos com os padrdes
de banda C e de fluorescéncia nas populacdes de H. malabaricus do sistema
lacustre do médio rio Doce devem ser considerados como variagdes inter-
populacionais. Embora o processo de isolamento de 14.000 anos nao envolva
especiacao, a diferenca dos bandamentos sugere que a populagdo de cada
lagoa responde de maneira independente e ao acaso, através dos processos
de acumulo de heterocromatina, ja sugerido pelo padrdao de diferenciacao
molecular indicado por Dergam et al. (2002) para 0 mesmo sistema lacustre.
Os resultados sugerem ainda que as lagoas devam ser consideradas como
unidades de manejo e conservacdo, mesmo para uma espécie que
aparentemente nao é afetada pelas espécies introduzidas.

Por outro lado, o sistema de lagos do médio rio Doce aparentemente tem
permitido a especiacdo de um caracideo, Oligosarcus solitarius, o qual,
segundo Menezes (1987) apresenta na mesma bacia, a espécie-irma O.
argenteus.

Muito se tem debatido sobre o papel potencial do Pleistoceno e os seus
efeitos sobre a especiacao e diversificagdo dos seres vivos a nivel global. O
Pleistoceno é caracterizado como a era das glaciacées, as quais estdo
associadas as flutuagcbes do nivel do mar (Wetzel, 1975; Salgado-
Laboriau,1994; Bryan, 1997; Neto & Zavatini, 2000). Na América do Norte, o
desaparecimento de alguns lagos pluviais teve efeitos biogeograficos
importantes, causando a extingao plantas e animais que viviam nesses corpos
d’agua ou ao redor deles. Além disso, a reducao de grandes lagos em lagos
menores e isolados levou a especiacao alopatrica de espécies como o peixe
Cyprinodon do sudeste dos Estados Unidos (Miller 1961; Smith, 1981).

Na América do Sul, o primeiro modelo biogeografico foi proposto por
Ab’'Saber (1977), quem propds a teoria de refugios criados a partir de
fragmentagbes de florestas em periodos de aridez. Este autor ressalta que
esses fatores teriam indiretamente favorecido através dos efeitos de
vicariancia, a especiacado de alguns grupos de animais. Recentemente, uma
quantidade crescente de dados da paleoecologia sédo interpretados como
incompativeis com a teoria de refugio (Rull, 2005; 2006). Estudos de
filogeografia sobre a fauna de vertebrados que habitam as florestas tropicais
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também reforcam essa hipdtese assegurando que a sua diversificagao ocorreu
muito antes do Pleistoceno (Moritz et al., 2000). A teoria de que o Pleistoceno
teria fornecido condi¢des de refugio para diversificagdo dos peixes neotropicais
de &gua doce € pouco eficaz, e esse mecanismo geral ndo foi considerado
valido para os peixes (Weitzman & Weitzman, 1982). Segundo Lundberg et al.
(1998), a fauna de peixes na regiao neotropical ja era essencialmente moderna
ha cerca de 10 milhées de anos, no Mioceno. Entretanto, mesmo que o
Pleistoceno e os efeitos das ultimas glaciacbes nao tenham produzido uma
explosao de especiacao, ele pode ter ajudado a completar a especiagao entre
populagdes que ja divergiram, ou iniciado a divergéncia entre populagdes que
poderiam chegar a especiacao no futuro (Ridley, 2006).

Durante o Pleistoceno cerca de 10.000 a 14.000 anos antes do presente,
ocorreu a Transgressao Flandriana, refletida na America do Sul como a
ascensao do nivel do mar, sujeita a interrupgdes por diversos periodos curtos
de estabilizacdo (Kowsmann & Costa, 1979). Esses fatores relacionados com
um clima arido ocasionaram nesta regido uma fase erosiva com efeitos na
mudanga do curso das aguas de alguns rios da por¢ao leste, abandonando
areas de progradagao e capturando algumas drenagens adjacentes. Este € o
caso do rio Doce, um exemplo especial, que durante a sua fase de
progradagdo mudou o seu curso e capturou alguns outros rios como o caso do
Piracicaba, Suacui Grande e Sdo Matheus (Petri & Fulfaro 1985). As capturas
sucessivas do rio Doce fizeram com que os antigos bracos e paleocanais
fossem gradativamente abandonados passando a concentrar-se em canais
Umidos e bem definidos, cujas posi¢coes se aproximam daqueles ocupados
pelos rios atuais, ocasionando a formagao de inUmeras lagoas que hoje em dia
compdem o sistema lacustre do médio rio Doce (Bandeira Jr, 1973). Neste
sentido, na medida em que as lagoas iam sendo isoladas durante a mudanca
do curso do rio Doce acabavam também por isolar algumas populagcbes de
peixes que remanesciam nestas lagoas, estes fatores provavelmente deve ter
acontecido com as populagbes de Hoplias malabaricus. As populacdes
fundadoras de cada lagoa acabaram fixando, por deriva genética, um padréao
fixo de heterocromatina, conforme foi caracterizado neste estudo.

A freqUéncia e distribuicdo do citétipo A continua sem resposta. Dada
sua baixa frequéncia (4,5%) na lagoa Carioca, estas trairas podem ter sido
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eliminadas por um processo como o efeito Allee, no qual individuos de
pequenas populagdes podem ndo se encontrar para o acasalamento, ou por
concorréncia com o citétipo B num ambiente em constantes alteragdes das
relagdes tréficas ocasionadas pela presenca de espécies exoticas como o
tucunaré, a piranha, o apaiari, o bagre africano e o tamboata entre outros. Um
possivel processo de substituicdo de trairas com diferentes citdtipos foi
indicado para trairas das planicies do Parana (Prioli et al., 2004 ). Dados
preliminares de populagdes de trairas das bacias costeiras dos rios Itabapoana
e Paraiba do Sul, situados ao sul da bacia do rio Doce apresentam o cit6tipo do
tipo A (Dergam em prep.). Ao norte da bacia do rio Doce, os efeitos de capturas
sucessivas deste rio ha 14.000 a 10.000 anos poderiam sugerir a existéncia do
citétipo B uma vez que o rio Sdo Matheus conectou-se com o rio Doce durante
sua fase de progradacao. Nossos dados indicam que por enquanto, o citétipo B
€ caracteristico da bacia do rio Doce.
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CONSIDERACOES FINAIS

O Citotipo A nédo foi encontrado em nenhuma das lagoas e a sua
condig&o continua sem resposta.

As populagcdées que compdem as oito lagoas possuem um acentuado
grau de polimorfismo de heterocromatina inter-populacional, o que
sugeriu uma alta variagao genética entre elas.

O tempo decorrido desde a formacao das lagoas do médio rio Doce ha
14.000 anos nao foi suficiente para que ocorra um processo de
especiacao cromossémica ou de alteracbes que sugiram algum grau de
isolamento reprodutivo.

O citétipo B foi caracterizado como tipico da bacia do rio Doce.
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Anexo

Anexo 1. Matriz binéria dos padrdes de distribuicao de heterocromatina e de CMA; nas populagdes de Hoplias malabaricus. 1
presenga, 0 auséncia e 9 dados ausentes. Obs: Bloco 1= Grande bloco no céntromero, Bloco 2= Grande bloco nos telémeros
brago inferior.

Heterocromatina Carioca Cristal Curi J.deFora Horténcia Lingiliica Marola Tiririca
T%c;?:sos Centromérica 1 1 1 1 1 1 1 1
Par 4 Bitelomérica 1 0 1 1 1 0 1 1
Par 5 Bitelomérica 1 0 1 1 1 0 0 0
Par 6 Bitelomérica 0 1 0 0 0 1 0 1
Par 7 Bitelomérica 0 1 0 1 0 0 0 0
Par 8 Bitelomérica 0 1 1 1 1 0 1 1
Par 9 Bitelomérica 1 1 1 1 1 1 1 1
Par 10 Bitelomérica 1 1 1 0 1 1 1 1
Par 11 Bitelomérica 0 0 1 1 1 1 1 0
Par 12 Bitelomérica 1 0 0 0 1 0 0 0
Par 1 Bloco 1 no centrobmero 0 0 0 0 0 0 1 0
Par 2 Bloco 1 no centrobmero 1 0 0 0 1 0 1 1
Par 3 Bloco 1 no centrdmero 0 0 0 0 0 0 1 1
Par 4 Bloco 1 no centrdmero 0 0 0 0 0 0 1 0
Par 14 Bloco 1 no centrdmero 0 0 0 0 0 0 1 0
Par 16 Bloco 1 no centrdmero 0 0 0 0 0 0 0 1
Par 17 Bloco 1 no centrobmero 0 0 0 0 0 0 1 1
Par 14 Telomérica brago 0 0 1 1 0 0 0 0
superior
Par 15 Telomérica braco Inferior 0 0 1 1 1 0 0 0
Par 17 Telomérica braco Inferior 0 0 0 1 0 0 0 1
Par 19 Telomérica braco Inferior 0 0 1 0 1 0 0 1
Par 20 Telomérica brago Inferior 1 1 1 1 1 0 1 1
Par 5 B'ocgrig”gisntgr‘i’g:eros 0 0 0 0 0 0 1 0
Sexual Bloco pequeno de 0 0 0 0 0 0 1 0
heterocromatina
Cmas Auséncia de marcacao 0 9 9 0 9 0 1 0

no X
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