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RESUMO

SAMPAIO, Wagner. Martins. Santana. M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
marco de 2011. Estudos citogenéticos em Hoplias malabaricus (Bloch, 1794) na
regido da Serra dos Carajas, nas bacias hidrograficas do Tocantins-Araguaia e
do Xingu. Orientador: Jorge Abdala Dergam dos Santos. Co-orientadores: Gisele
Mendes Lessa Del Giudice e Sérgio Luis Pinto da Matta.

A regido neotropical concentra a mais rica fauna de peixes do mundo. O
Brasil incorpora as bacias hidrograficas mais importantes dessa regido e
consequentemente a maior diversidade ictica. A bacia amazbnica é a mais
importante em volume de 4gua e em espécies de peixes. As bacias do Xingu e do
Tocantins-Araguaia representam duas importantes bacias que formam o sistema
hidrico amazonico. A ictiofauna neotropical € dominada por peixes que tém uma
associacgao relativamente antiga com os habitats de agua doce, como as ordens dos
Characiformes e Siluriformes. Os Characiformes sdo um dos mais complexos taxons
de peixes da América do Sul, com destaque para a familia Erythrinidae, um pequeno
grupo dividido em trés géneros amplamente distribuidos pela América do Sul,
Hoplias, Hoplerythrinus e Erythrinus. O género Hoplias é um dos taxon mais
estudados dentro dos peixes neotropicais, principalmente sobre o ponto vista
citogenético. Hoplias malabaricus, a espécie nominal mais abundante, representa
um interessante modelo para estudos de evolucdo dos peixes neotropicais, por
apresentar grandes variacdes cariotipicas (2n=39 a 2n=42) representadas por sete
cariomorfos que se distribuem em todas as grandes bacias da América do Sul e que
representam um complexo de espécies. O objetivo do presente trabalho foi estudar
citogeneticamente populacdes de H. malabaricus na regido das Serra dos Carajas,
nos limites geogréaficos das bacias do Araguaia e do Xingu, a fim de entender a
relacdo dessa regido com 0s processos evolutivos do complexo de espécies. As
coletas ocorreram em afluentes dos rios Fresco (bacia do Xingu), Pau D"Arco, Arraia
e Araguaia (bacia do Araguaia). Os peixes foram submetidos as técnicas
citogenéticas seguindo protocolos especificos. Os resultados indicaram a presenca
do cariomorfo 2n= 40C na bacia do bacia do Araguaia, com férmula cariotipica igual
2n=11m + 9sm e numero fundamental (NF) igual a 80. Na bacia do Xingu registrou-

se um novo cariomorfo 2n=40, com férmula cariotipica 2n= 15m + 5 sm e NF=80. Os
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resultados da bacia do Tocantins-Araguaia corroboram outros estudos na bacia, 0s
guais indicam pelo menos trés cariomorfos 2n=40 e um 2n=42 nesta drenagem, com
simpatria entre os cariomorfos 40C e 40F. O presente trabalho registra o primeiro
registro de cariomorfo 2n=40 para a bacia do Xingu. Os resultados da bacia do rio
Xingu também estdo dentro do esperado para a bacia amazbnica, onde ha registro
de simpatria entre os cariomorfos 2n=40 e 2n=42. O cariomorfo do Xingu apresentou
padrdao de banda C/CMA3; semelhante ao dos 2n=42 e que foi interpretado como
caracteres plesiomorficos. As variagbes encontradas no presente trabalho entre os
cariomorfos do Araguaia, e do Xingu, aparentemente sdo resultados de variacbes
geogréficas fixadas nas populacfes e ndo apenas em polimorfismos. Os resultados
sugerem que os padroes de variacdo dos cariomorfos 2n=40C devem ser re-
analisados para refletirem melhor as tendéncias evolutivas do complexo H.

malabaricus.



ABSTRACT

SAMPAIO, Wagner. Martins Santana M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, march
of 2011. Cytogenetic studies in Hoplias malabaricus (Bloch, 1794) in the Serra
dos Carajas, in the watersheds of Tocantins-Araguaia and Xingu. Adviser: Jorge
Abdala Dergam dos Santos. Co-advisers: Gisele Mendes Lessa Del Giudice e Sérgio
Luis Pinto da Matta.

The Neotropical region concentrates the richest fish fauna of the world. Brazil
incorporates the most important watersheds in this region, and in consequence the
greatest ichthyofaunal diversity and the Amazon basin has the largest amount of
fishes species. The basins of the Xingu and Tocantins-Araguaia are two important
basins that compound the Amazon River system. The Neotropical ichthyofauna is
dominated by fishes that have a relatively old association with freshwater habitats.
The Characiformes are the largest and most complex group of fishes in South
America, and among them, the family Erytrinidae is divided into three genera widely
distributed throughout South America: Hoplerytrinus, Erythrinus and Hoplias, This
last genus, Hoplias, represents an important model for cytogenetic studies because
of its specific biological characteristics. Hoplias Malabaricus, the most relevant
species, represents an interesting model for evolutionary studies of Neotropical
fishes, by presenting large karyotypical variation (2n = 39 to 2n = 42), represented in
seven cytotypes distributed in patterns apparently related to the geological events
which caused the formation of South America. Given the history of Neotropical fish
diversification, the aim of this work was to cytogenetically study the species H.
malabaricus found in the Serra dos Carajas region, in the geographical boundaries of
the basins of the Araguaia and Xingu, with the goal of understanding the relationship
of this region with the complex evolutionary processes of H. malabaricus. The
samples were collected in tributaries of the Fresco River (Xingu basin) and the Pau
D'Arco, Arraia and Araguaia rivers (Araguaia basin). The fishes were subjected to
cytogenetic techniques following the specified protocols. The results indicated the
presence of 2n = 40C karyomorphs in the Araguaia basin, with the karyotype formula
of 2n = 11m + 9 sm and fundamental number (NF) equal to 80. In the Xingu basin,
new karyomorph 2n=40 was recorded, with the karyotype formula 2n = 15m + 5 sm

and NF = 80. The results of the Tocantins-Araguaia basin corroborated other studies
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of this basin, which indicated at least three karyomorphs with 2n = 40 and 2n = 42,
with higher sympatry between the 40C and 40F cytotypes. This paper reported the
first record of a 2n = 40 karyomorph for the Xingu basin. The results of the Xingu
River basin are also expected for the Amazon basin, where no sympatry has been
recorded between the 2n = 40 and 2n = 42 karyomorphs. The Xingu karyomorph
presents more plesiomorphic features related to the cytotypes 2n = 42 in relation to
the standard 2n = 40C karyotype (standard C-band/CMA3). The variations found
between karyomorphs of the Araguaia and Xingu in the present work are apparently
the results of fixed geographical variations in populations and not only in
polymorphisms. Although no major changes have occurred in karyotypes of H.
malabaricus populations, recent evolutionary processes have occurred in the group

and may result in the formation of new karyomorphs.
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INTRODUCAO

Geomorfologia das bacias do Araguaia e do Xingu: Ictiofauna

O padréao de distribuicdo dos animais no planeta possibilitou a sua divisdo em
seis grandes regides zoogeogréficas. E a histéria geomorfolégica de cada regido
esta intrinsecamente ligada a histéria biogeogréfica e evolutiva da fauna que as
compdem. Dentro dessas regides, a Neotropical, correspondente a toda a América
Latina, destaca-se por compor a maior biodiversidade do mundo. Assim, a América
do Sul e o Brasil por representarem a maior por¢cdo dessa regido, incorporam a
parcela mais significativa dessa biodiversidade (Hubert & Reno, 2006; Berra 2007,
Lévéque et al., 2008).

Nesse contexto, a importancia da fauna aquatica Neotropical aumenta
consideravelmente, pois em nosso continente esta inserido o maior sistema fluvial,
com alguns dos maiores rios do mundo (Bohlke et al.,, 1978; Schaefer, 1998;
Montoya-Burgos, 2003). O Brasil ocupa uma posicao privilegiada porque possui em
seu territorio as bacias hidrograficas mais importantes da Ameérica do Sul, o que lhe
concede também a maior importancia em numero de espécies de peixes (Schaefer
,1998). Entre estas, esta a bacia amazobnica que € a mais importante em volume de
agua e em espeécies de peixes. As bacias do Tocantins-Araguaia e do Tapajés-Xingu
representam importantes bacias formadoras do grande sistema hidrico amazonico
(UNEP, 2004) possuindo dois importantes interflavios, um na Serra do Roncador e o
outro na Serra dos Carajas.

A regido hidrografica do Tocantins-Araguaia compf8e a maior bacia
hidrogréfica inteiramente brasileira e a quarta maior bacia fluvial do continente
(Latrubesse & Stevaux, 2006). Em termos de disponibilidade hidrica, possui uma
area que ocupa 11% do territério nacional (921 mil km2) e abrange os estados do
Pard, Tocantins, Goias, Mato Grosso, Maranhao e o Distrito Federal (ANA, 2006).

O rio Araguaia faz parte da bacia hidrografica do Tocantins-Araguaia,
considerada como um dos sistemas fluviais de grande importancia da América do
Sul por sua complexa formacdo geomorfolégica, a qual tem uma intrinseca relacéo

com o fato de sua area de drenagem incluir importantes regides fitogeograficas. A



bacia incorpora regides de floresta amazonica e de cerrado (hotspots mundial)
(Myers et al.,, 2000), além de ecotonos, entre cerrados e amazodnia, cerrados e
caatinga e cerrados e pantanal mato-grossense (Dias et al., 2000; Aquino et al.,
2007) concentrando dessa forma uma importante biodiversidade (Latrubesse &
Stevaux, 2006). O rio Araguaia é divido em trés grandes canais: alto, médio e baixo
Araguaia, abrangendo uma area de aproximadamente 377.000 km2. Esta drenagem
tem sua nascente a 850 m de altitude, na Serra do Caiap0 e apés percorrer 720 km
o rio se divide em dois bracos: um mantém o nome de rio Araguaia enquanto o outro
braco forma o rio Javaés, formando a llha do Bananal, considerada a maior ilha
fluvial do mundo (Lima, 2004; Tokarski, 2006; Goncalves & Nicola, 2002). Essa
Ultima regido descrita acima merece destague por ser uma importante unidade
geomorfolégica, que ocupa aproximadamente 23% da bacia fluvial (Latrubesse &
Stevaux, 2006) denominada planicie do Bananal. Formada no periodo Pleitosceno
(Nascimento, 1991; Valente, 2003; Lundberg et al., 1998), essa planicie configura
uma malha hidrica privilegiada que € abastecida por varios afluentes do rio Araguaia
gue ali desaguam e por um caracteristico sistema lacustre constituindo, assim, a
bacia do Bananal ou micro bacia do Araguaia — Bananal (Galink & Arruda, 2000;
Lima, 2004; ANA, 2006; Valente, 2003).

A bacia do Tapajos-Xingu ocupa uma area de aproximadamente 980 Km?2
abrangendo quatro estados brasileiros: Para, Mato Grosso, Ronddnia e Amazonas.
A ecorregidao do Tapajés-Xingu, embora se localize na sua maior parte no bioma
amazoOnico, apresenta uma imensa diversidade de fitofisionomias, principalmente
nas areas de transicao entre cerrado e floresta, na regido da Serra do Cachimbo e
da Serra dos Carajas, que contribuem configurar a enorme biodiversidade
caracteristica desta drenagem (CETEM, 2010).

A bacia do rio Xingu possui aproximadamente 530.000 km? sendo o quarto
maior tributario da bacia amazénica e se desenvolve no sentido sul-norte, desde a
regido Centro-Oeste até regido Norte, com unidades de drenagens
geocronologicamente diferentes (Brasil, 1982; CETEM, 2010). Essa regido se
caracteriza por possuir um processo mais estavel de sedimentacao e eroséo (Sioli,
1984, Latrubresse et al., 2005). A bacia do Xingu se encontra limitada a leste pela
bacia do Tocantins - Araguaia, na regido da Serra do Roncador e das Serra dos
Carajas (Carrasquilla et al., 1997; Barthém & Fabré, 2003; Lowe-McConnel, 1991).



Todo o trecho de divisa dessa bacia, correspondente ao médio curso, situa-se na
depressdo da Amazbnia Meridional, recoberta por florestas ombrofilas, onde
encraves de savanas ou contatos savana/floresta ombréfila se destacam em
correspondéncia aos planaltos residuais ai existentes (Salomédo et al.,, 2007,
(CETEM, 2010).

A fauna de peixes do sistema amaz6nico € estimada em aproximadamente
3.000 espécies (15% do total de espécies descritas no mundo), representando assim
a maior diversidade de peixes do planeta (Val & Almeida-Val, 1995). A ictiofauna da
bacia do Tocantins-Araguaia € muito semelhante a bacia Amazoénica incorporando
grande parte dessa diversidade pela sua conexdo com a foz do rio Amazonas
(Lowe-McConnell, 1991; Santos et al., 2004, Melo et al., 2005; Merona et al. 2010),
porém o processo histérico da formacdo geomorfoldgica desta bacia, é responsavel
pelo alto grau de endemismo, conferindo a regido um enorme valor natural. (Paiva-
Pinto, 1995; Dias et al., 2000; Zuanon et al, 2001; Santos et al., 2004). A ictiofauna
da bacia do Tocantins-Araguaia é estimada em 10% da fauna de peixes do sistema
amazonico (Santos et al., 1984; Dias et al., 2000; Zuanon et al, 2001; Santos et al.,
2004).

A bacia do Xingu-Tapajos também esta ligada ao sistema Amazbnico e
incorpora significativa parcela dessa biodiversidade (21%) (Carmago et al., 2004;
Buckup & Santos, 2010). A diversidade da fauna aquatica desta drenagem esta
relacionada a sua paisagem, com inumeras cachoeiras e corredeiras, resultantes de
diversos eventos geologicos no sentido montante - jusante, que influenciaram no
padrdo de distribuicdo da ictiofauna e no alto grau de endemismo (Kullander 1991,
Jegu, 1992a, Isbrucker & Nijssen, 1991; Zuanon, 1999; Camargo et al, 2004; Isaac
et al., 2002).

A historia geoldgica da bacia Amazodnica esta relacionada ao processo de
abertura do Atlantico Sul no Triassico e ao erguimento dos Andes do Cretaceo ao
Mioceno (Géry, 1969; Ploeg, 1991, Latrubesse et al., 2005). A histéria da ictiofauna
Amazobnica teve seu inicio antes do erguimento dos Andes, a prova desse fato é
existéncia de peixes datados para Triassico (Piramboia (Lepidosiren)) e a existéncia
de grupos irmdos (Curimatidae, Anastomidae e Prochilodonditade) nos dois lados
dos Andes, efeitos desse evento vicariante. A composicao da atual ictiofauna das

bacias do Araguaia e do Xingu esta intrinsecamente relacionada a esses eventos



geoldgicos. Essa relagdo se d4 mais recentemente com o erguimento dos Andes,
formando regides de interflivio no Planalto dos Parecis (Serra do Roncador) onde
dividem suas nascentes, e na sua por¢cdo média no Planalto Sul-Amazénico (Serra
dos Carajas), um escudo cristalino muito mais antigo e estavel (Bahia et al., 2007,
Valente, 2003, Latrubesse et al., 2005). A semelhanca da ictiofauna dos rios
Araguaia e Xingu com outros rios amazonicos podem ser consequéncia de vias de
dispersdo norte-sul que ja existiram entre o escudo cristalino guianense e essas
bacias (LoweMconnell, 1991;Jegl, 1992b; Lundberg ,2001; Melo et al., 2005). As
interrupcdes dessas vias ocorreram nos periodos glaciais e interglaciais durante o
Quaternario e possibilitaram compartiihamento de grupos irmdos de peixes e
processos de diferenciacdo e especiacdo entre 0s mesmos por vicariancia (Jégu,
1992b; Lundberg et al., 1998; Huber & Renno, 2006).

A semelhanca da ictiofuana e o alto grau de endemismo correlacionado entre
estes sistemas hidricos sao resultados dos diversos processos geoldgicos e
ambientais que formaram essas drenagens (Carmago et al.,2004; Hubert & Renno,
2006; Lowe-McConnell, 1991). Lowe-McConnell (1991) cita a ocorréncia de 20% de
espécies comuns entre as duas bacias. Ribeiro et al.(no prelo) aponta similaridade
de riqueza entre a bacia do Xingu e Tocantins-Araguaia em 92,5%. Jegu (1992b)
cita esta relacdo positiva principalmente entre peixes reofilicos, como espécies do
género Acnodon, demonstrando a existéncia de vias de dispersdo entre essas
bacias.

O padréo de distribuicdo, a similaridades da fauna de peixes e 0S processos
de diferenciacao e radiacdo desses organismos nas bacias do Araguaia e do Xingu
ainda precisam ser melhor esclarecidos (Jégu & Keith, 1999).

A ictiofauna Neotropical € dominada por peixes que tém uma associacao
relativamente antiga com os habitats de agua doce, como as ordens Characiformes
e Siluriformes (Lovejoy et al., 2006). Nesse contexto, os Characiformes merecem
énfase, por representam peixes exclusivamente de 4gua doce e com uma variacao
morfolégica representada em 12 familias com aproximadamente 1.460 espécies
distribuidas em 240 géneros, demonstrando grande variabilidade adaptativa a
diversidade de habitats da regido neotropical (Vari & Malabarba, 1998; Santos et al.,
2004; Nelson, 2006). Entre os Characiformes, a familia Erytrhinidae, composta por

14 espécies validas dividos em trés géneros (Hoplias, Erythrinus e Hoplerytrinus)



(Oyakawa, 2003) destaca-se por sua ampla distribuicdo geogréafica, por ser um
grupo antigo (Mio-Plioceno) (Lundberg, 1998; Gayet et al., 2003) e por ainda ter
questdo taxondmicas e filogenéticas a serem melhor elucidadas (Oyakwa, 1998).
Dentro da familia Erythrinidae o género Hoplias € o mais complexo e atinge maior
diversidade na regido Amazénica. Hoplias malabaricus € uma das espécies mais
estudas dentro da familia e entre os peixes neotropicais, por suas diversas
caracteristicas que podem auxiliar no entendimento do padréo de diversificagdo dos
peixes neotropicais. Tais como: ser um complexo de espécies, ampla distribuicdo
geogréfica e outras caracteristicas fisioldégicas e ecolégicas que lhe confere diversas

vantagens adaptativas (Bertollo et al., 2000).

Citogenética

A citogenética tem por objetivo estudar todo e qualquer assunto relacionado
aos cromossomos, nucleo e nucléolos, ou seja, aceita—se que as principais
caracteristicas da hereditariedade em todos os sistemas biologicas sdo controladas
por cromossomos (Bernard, 1980; Guerra, 1988; Nirchio & Oliveira, 2006). Os
cromossomos como unidades de heranca trouxeram muitas vantagens evolutivas,
como, a economia de unidades segregacionais, a eficiéncia na segregacdo e a
diminuicdo do risco de ganho ou perda de outras unidades individuais, além de
introduzir a possibilidade de uma divisdo funcional entre 0s componentes
cromossomicos (Swanson et al., 1969 in Nirchio & Oliveira, 2006). Os estudos
citogenéticos atualmente séo voltados principalmente ao conjunto cromossdémico de
uma espécie. A descricdo das caracteristicas do conjunto cromossémico de uma
espécie é conhecida como cariotipo (Guerra, 1988). As comparacfes cariotipicas
das espécies, somadas a estudos relacionados a biologia molecular e a taxonomia,
formaram uma ferramenta de maior aplicabilidade para a resolucdo de problemas
ligados a evolucdo dos organismos (Artoni et al., 2000). Portanto, para se realizar
estudos citogenéticos com resultados confidveis é necessario o uso de técnicas que

assegurem uma boa caracterizacdo do conjunto cromossdmico.

Coloracao Convencional



A utilizagdo de técnicas basicas como a coloragdo convencional com giemsa
possibilita andlises sobre o conjunto cromossdémico, permitindo entender questdes a
respeito do status taxondmico, relacbes filogenéticas, além de elucidacdo de
espécies cripticas (Moreira-Filho & Bertollo, 1991).

Banda C

As técnicas citogenéticas evoluiram muito desde 1970. Atualmente as
técnicas mais utilizadas e importantes no estudo dos cromossomos sao as técnicas
de bandamento. Bandamento cromossdémico é definido por Summer (1990) como
uma variacdo longitudinal na propriedade de coloracdo ao longo de um
cromossomo. O termo bandamento refere-se tanto para processo de producédo de
bandas cromossémicas quanto para o padrdo dessas bandas. Existe uma grande
diversidade tanto no processo de bandamento quanto no padrdo (Summer, 1990).
Entre suas aplicacbes estdo o pareamento cromossomico, a deteccdo de variacdes
estruturais, além de permitir localizar com exatidao a regido do cromossomo que foi
afetada por determinada anomalia, 0 que seria impossivel com a coloracéo
convencional. Dessa maneira, o bandamento possibilita uma melhor compreenséao
das alteracfes que se estabelecem em cada cariotipo (Guerra, 1988).

Por volta de 1930, o citogeneticista alemdo, Emil Heitz demonstrou que
algumas partes especificas dos cromossomos mantinham-se condensados durante
todo o ciclo nuclear. Esses estudos mostraram a existéncia de dois tipos de
cromatina: a heterocromatina e a eucromatina (Mello, 1978; Tremethick, 2006).

Na década de 1970 foram desenvolvidas técnicas que evidenciam regides
ricas em heterocromatina constitutiva, e uma das técnicas mais importantes é a
Banda C e a partir dela, surgiram outras técnicas. A técnica da Banda C envolve a
solubilizacdo diferencial de fragmentos de DNA, principalmente da regido
eucromatica dos cromossomos metafasicos, por trés tratamentos diferenciais: o
acido cloridrico (HCI) que tem como efeito a depurinacdo, o tratamento com base
fraca — Ba(OH), cujo efeito é a forte degradacdo de proteinas e o banho com
solucdo salina (2XSSC) quente, que provoca a quebra da cadeia do DNA entre a
posicao do carbono B da pentose e o grupamento fosfato. A configuracéo fisica da

regido heterocromatica dificulta a perda de DNA e proteinas como ocorre de maneira



drastica na regido eucromatica (Summer, 1990). A Banda C tem auxiliado no
pareamento de cromossomos homdlogos e na avaliacdo de alteracdes
cromossbmicas que se estabelece em cada caridtipo (Guerra, 1988). Segundo
Summer (2003), a heterocromatina se distribui em blocos ao longo do cromossomo.
Sua distribuicéo varia muito, podendo ser encontrada nas regides pericentroméricas,
periteloméricas ou intersticiais dos cromossomos Usualmente os blocos de
heterocromatina sao heteromérficos, isto €, diferem no tamanho entre individuos da

mesma espécie e entre homdlogos do mesmo individuo (Summer, 2003).

Impregnagdo com Nitrato de Prata — Banda Ag-NOR

De acordo com Schwarzaher & Wachtler (1983) nunca sdo achados ao
mesmo tempo os tipos diferentes de nucléolos em uma célula em particular, ou seja,
normalmente um tipo particular de nucléolo é restringido a um tipo de célula com
uma atividade especifica, além de ter transicbes entre tipos de nucléolos que estao
associadas com certa atividade. Dessa forma, pode se sugerir que os diferentes
tipos de nucléolos reflitam em niveis diferentes de atividade funcional. O nucléolo,
gue é o sitio de transcricao e processamento do RNA ribossémico (rRNA), constitui-
se de RNA, proteinas e DNA ribossomal (rDNA). A definicdo moderna a respeito de
NOR sé@o regides cromossomais do nucléolo que contém genes para os RNAs
ribossomais 5,8S, 18S e 28S (Schwarzaher & Wachtler, 1983). Nos cromossomos
mitoticos metafasicos as NORs aparecem em muitas espécies como regides
particularmente mais finas, denominada como constricdo secundaria. Podendo ser
evidenciada através de procedimentos para marcar proteinas acidas (Summer,
2003; Schwarzaher & Wachtler, 1983). A deteccéo da atividade nucleolar, bem como
das regifes organizadoras de nucléolo, pode ser efetuada através da metodologia
de coloracdo por impregnacao com nitrato de Prata (Ag-NOR), proposta por Howell
& Black (1980). Tal método implica na precipitacdo da prata em proteinas envolvidas
com a atividade transcricional do rDNA nucleolar, que sdo mais argentofilicas que as

demais.

Fluorocromos base especificos



Sequéncias especificas dos cromossomos sao atualmente o foco dos estudos
de genOGmica comparativa e de organizacdo gendmica. Um dos caminhos para se
obter essas sequéncias especificas é através dos flurocromos, corantes que
excitados a luz de comprimento de onda especifico fluorescem (Henning et al.,
2008).

Os fluorocromos sé&o divididos em duas classes segundo a afinidade pelas
bases AT ou CG. Na primeira classe temos o 4" -6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) e a
quinacrina, na segunda classe temos a cromomicina (CMA3z) e a mitramicina
(Schweizer, 1976; Pieczarka et al., 2006). Os fluorocromos néo coram igualmente os
diferentes tipos de heterocromatina, pois alguns sdo mais especificos e se
comportam de forma variada entre os vertebrados. Em geral, a CMA; aparece
associada as regides organizadoras de nucléolos, enquanto o DAPI esta ligado as
regides hetereocromaticas (Schweizer, 1980). O fato é que os fluorocromos séo
utilizados na citogenética para produzir informacdes a respeito da composicédo de

pares de bases de certas regides dos cromossomos (Schweizer, 1976).

Citogenética de Peixes: Complexo Hoplias malabaricus

Os peixes constituem o grupo mais antigo e numeroso entre vertebrados e
encontram-se amplamente distribuidos, assumindo diferentes formas e nichos,
compondo um interessante grupo para estudos genéticos e evolutivos (Reis et al.,
2003; Nelson, 2006; Martins, 2006).

Os estudos citogenéticos em peixes neotropicais tiveram inicio em 1960 por
pesquisadores europeus e em 1970 por pesquisadores brasileiros (Oliveira, 2005). A
citogenética em peixes neotropicais tem gerado informacfes importantes na
compreensao das relacdes de parentesco entre ou dentro de diferentes ordens,
familias, géneros ou espécies de peixes (Marques, 2003). Em peixes ha registro de
grandes variacbes cromossbmicas que podem significar a adaptabilidade das
espécies aos diferentes ambientes em que ocorrem. Martins (2006) atribui essa
caracteristica marcante no genoma dos peixes a rapidez com que as mudancas
podem ocorrer, sugerindo uma plasticidade genémica nédo evidenciada em nenhum

outro grupo de vertebrados.



Atualmente, os estudos citogenéticos em peixes encontram-se em franco
desenvolvimento. Os bancos de dados citogenéticos contém hoje cerca de 3.000
itens com informacfes de diversas bacias, com numeros haploides e dipldides,
nameros fundamentais, formulas cariotipicas, nimeros de regides organizadoras de
nucléolos (NORs), bandamento, existéncia de cromossomos supranumerarios e
sexuais, além de conteado de DNA de mais de 1000 espécies de peixes (Oliveira,
2007; Oliveira et al., 2009). Porém, ainda ha a necessidade do estabelecimento de
um numero maior de espécies e dados a serem descritos do que 0s registrados
nesses bancos de dados (Souza, 2001).

A Ultima revisdo geral a respeito dos estudos citogenéticos em peixes
neotropicais revela que a maior parte das pesquisas se concentra em especies de
agua doce (Oliveira et al., 2009). As informacdes citogenéticas estdo disponiveis
para 475 espécies de Characiformes, 318 espécies de Siluriformes, 48 espécies de
Gymnotiformes, 199 espécies de agua doce que ndo pertencem a superordem
Ostariophysi e 109 espécies de peixes marinhos (Oliveira, 2005; Oliveira et al.,
2009). Porém ainda ha uma grande discrepancia quanto a natureza dos dados
disponiveis para cada grupo, isto é, sdo conhecidos os numeros haploides e/ou
dipléides para inimeras espécies, porém poucas tiveram seu cariotipo descrito.
Estes estudos descrevem para peixes de agua doce numeros dipldéides variando de
2n=20 a 2n=134. As pesquisas citadas por Oliveira (2005; 2009) confirmam o0s
estudos de Almeida-Almeida-Toledo & Foresti (2001) evidenciando que para apenas
62 espécies elou populacbes locais sdo conhecidos cromossomos sexuais.
Cromossomos supranumerarios estdo descritos para 23 espécies de peixes
neotropicais. Os estudos com bandamento como o Ag-NORs (Regido Organizadoras
de Nucléolos) e outros bandamentos (BANDA C e outros) sao descritos
respectivamente para 1.204 espécies e/ou populacdes e 1.032 espécies e/ou
populacdes.

As espécies neotropicais apresentam-se cariotipicamente divididas em dois
grupos: O primeiro formado por peixes com alta mobilidade e de populacdes
compostas por um grande namero de individuos que mantém suas constituicbes
cromossbmicas estaveis. O outro se caracteriza por apresentar peixes com
mobilidade e densidade populacional reduzida e no geral com ampla variacéo

cariotipica interespecifica e intraespecifica (Oliveira et al., 1988). Entre os grupos de



peixes neotropicais, a ordem Characiformes destaca-se por representar bem a
complexidade dessa ictiofauna, pois possui grande amplitude no numero dipldide,
variando de 2n=28 a 2n=102. Suas familias estédo representadas das duas formas:
uma com ampla variabilidade cariotipica (Characidae e Erythrinidae) e outra com
pequena variagdo na estrutura cariotipica (Anostomidae, Prochilodontidae e
Curimatidae) (Artoni et al., 2000).

A ictiofauna Amazonica apresenta uma diversidade cariotipica muito rica, com
diferentes padrdes de regifes organizadoras de nucléolo (NORSs) e heterocromatina
constitutiva (Banda C). Cromossomos sexuais sdo encontrados em 2,8% do total de
peixes analisados (Porto et al., 1992). Porto et al. (1992) destaca a ordem
Characiformes como a mais estudada citogeneticamente nessa regido. Os numeros
diploides descritos variam de 2n = 22 a 2n = 102, sendo as familias Erytrinidae,
Lebiasinidae e Characidae as mais complexas.

A familia Erythrinidae é uma pequena familia dentro dos Characiformes. Sua
ampla distribuicdo geografica e sua datacdo geologica antiga fizeram desse grupo
uma das principais ferramentas para elucidacdo da histéria evolutiva dos peixes
neotropicais. A familia Erythrinidae apresenta niumeros dipléides variando de 2n=39
(Hoplias malabaricus) a 2n=54 (Erythrinus erythrinus), havendo casos de triploidia
3n=72 (Hoplerythrinus unitaeniatus) (Giuliano-Caetano & Bertollo, 1988; Bertollo et
al., 2000; Cioffi et al., 2010a), variagbes no padrdo e nos numeros de bandas
cromossomicas (NOR, Banda C e Fluorocromos), além da existéncia de
cromossomos B e diversos sistemas de cromossomos sexuais (Oliveira et al., 2007).

Dentro da familia Erythrinidae e dos peixes neotropicais Hoplias malabaricus
talvez seja a espécie mais estudada citogeneticamente. Hoplias malabaricus é
considerada um complexo de espécies (Bertollo et al., 2000), por apresentar uma
grande variabilidade cariotipica e padrdo morfolégico muito semelhante. Bertollo et
al. (2000) reconhece sete cariomorfos com base no numero dipléide, morfologia
cromossOmica e sistemas de cromossomos sexuais. As distribuicbes biogeograficas
desses cariomorfos sdo bem diversificadas, alguns restritos a determinadas bacias e
outros com ampla distribuicdo, havendo ocorréncia de simpatria, mas sem
ocorréncia de hibridizacdo. Os cariomorfos descritos para Hoplias malabaricus
podem ser divididos em dois grupos: Onde Grupo | engloba os cariomorfos A, B, C e

D, e o Grupo Il os cariomorfos E, F e G (Figura 01). Bertollo et al. (2000) relatam que
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essa divisdo permite entender melhor as relacdes evolutivas e filogenéticas entre os
cariomorfos.

Estudos citogenéticos em Hoplias malabaricus na regido Amazonica registram
a ocorréncia de cinco (A, C, E, F e G) dos sete cariomorfos reconhecidos por
Bertollo et al. (2000), havendo a ocorréncia de oito sitios em simpatria (Bertollo, et
al., 2000; Vitorino et al., 2007a; Oliveira et al., 2007; Lima, 2008; Blanco et al., 2010).
Para o sistema Tocantins-Araguaia existe o registro de trés cariomorfos (A, C e F),
com ocorréncias de simpatria entre os cariomorfos A e C na regido do alto e médio
Araguaia (Bertollo et al., 2000; Vitorino et al. ,2007a; Blanco, 2010) e entre o
cariomorfos F e C no baixo Tocantins (Bertollo et al.,2000). Para a bacia do Xingu os
registros indicam a ocorréncia do cariomorfo A na regido do médio Xingu (Blanco et
al., 2010) (Fig.02; Tab. 01).
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Tabela 1 Citogenética em Hoplias malabaricus regido Amazonica
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Figura 2. Mapa de distribuigdo dos cariomorfos de Hoplias malabaricus adaptado de Bertollo et al. 2000.
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JUSTIFICATIVA

Estudos em grandes bacias hidrograficas do Brasil sdo fundamentais, uma
vez que em nosso pais estdo situados os maiores sistemas hidricos do mundo, com
uma fauna aquética de valor imensuravel, que vem sofrendo graves e continuas
agressoes (Barletta et al., 2010). Souza (2001) alerta que os problemas e questbes
a serem investigados crescem muito mais rapidamente que nuamero de novas
espécies descobertas. Perante a esse potencial pouco explorado, e ainda disponivel
na natureza, os estudos revelam-se limitados, gerando questdes que tém exigido
estudos especificos que vao além da sistematica (Vari & Malabarba, 1998) como,
por exemplo, estudos a respeito da genética evolutiva.

Em comparagcdo com outros grupos de vertebrados, o conhecimento sobre a
sistematica, evolucdo, ecologia, fisiologia, etologia, morfologia e genética nos
peixes, esta relacionados aos tamanhos dos sistemas fluviais, ao elevado numero
de espécies, ao alto custo logistico, além de seu habitat que dificulta a captura, a
observacéo e a determinacédo de parametros biologicos (Bohlke et al., 1978; Barletta
et al., 2010). Nos ultimos anos os esfor¢cos para melhor conhecer fauna de peixes
aumentaram significativamente. Porém, no Brasil ainda sdo poucos os estudos que
tém relacionado diferentes areas das ciéncias biolégicas no sentido de melhor
utilizar os dados sobre a variabilidade genética de populacdes naturais de peixes e
sua relacdo com o ambiente visando a conservacao deste importante recurso natural
(Priorli et al., 2002; Wasko et al., 2002; Hatanaka & Galetti, 2003; Piorski et al.,
2008).

Estudar a ictiofauna das bacias do Araguaia e do Xingu no interflivio Serra
dos Carajas € importante, por essa regido ser considerada uma area prioritaria para
conservacdo da biodiversidade e concentrar altos indices de diversidade,
endemismo, espécies raras e ameacadas e principalmente por ainda ser carente de
estudos (Dias et al.,2000; MMA, 2002;Camargo et al., 2004; Martinelli, 2007,
Develey & Goerck, 2009; Nogueira et al., 2010), além de estarem ameacados pela
expansao agricola, pela exploracdo mineral e pela expansdo dos empreendimentos

hidroelétricos na regiao.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral
Estudar citogeneticamente populagdes de Hoplias malabaricus nas bacias do
Araguaia e do Xingu, na regido da Serra dos Carajas a fim de entender a relagcéo

dessas regides com 0s processos evolutivos dos peixes neotropicais.

Objetivos Especificos

e Determinar o nimero e a morfologia cromossémica da espécie em estudo;

e Localizar as regides de heterocromatina e evidenciar as regides
organizadoras de nucléolos;

e Realizar coloragcdo com fluorocromos base-especificos DAPI/CMAg;

e Comparar os cariomorfos encontrados na regido de estudo.
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MATERIAL E METODOS

Area de Estudo:
As coletas foram realizadas nos tributarios dos principais afluentes das bacias

do rio Araguaia e do Xingu, na regido da Serra dos Carajas (Fig. 3; Tab.02).

51°

Figura 3. Mapa dos pontos de coletas nas bacias do Araguaia e do Xingu.

Tabela 2 Esfor¢co amostral total e por sexo e localidades de coleta

Localidade Bacia Coordenada Geografica Esforco Esforgo Amostral por Sexo
Amostral total

Rio Araguaia  Araguaia 8°52'34.85"S 5 33
49°43'14.36"0 29
Rio Salobo Araguaia 7°25'49.91"S 25 8d
50° 6'59.22"0 17 9
Cérrego Mutum  Araguaia 8°3'27.69"S 12 34
49°55'14.87"0 9Q
Corrego Caba Saco Araguaia 8°1'28.75"S 13 78
49°59'16.18"0 69
Rio Trairdo Xingu 7°32'28.84"S 17 43
50°41'53.85"0 139
Rio Fresco / Xingu  Xingu 6°38'55.94"S 8 248
52°0'15.22"0 69
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Coleta e Processamento do Material

A amostragem ocorreu nos periodos de janeiro de 2009 e de julho 2010. Os
espécimes foram coletados com linha de anzol e redes de espera. Os peixes aos
serem coletados foram transferidos para tambores aerados até o sacrificio. O
material foi processado em acampamentos montados pela equipe nas fazendas ou
nas margens dos rios. Para o processamento foram utilizados reagentes quimicos
basicos de citogenética e uma centrifuga. Os materiais processados foram

condicionados em caixas térmicas e posteriormente transferidos para laboratério.

Amostragem e ldentificacdo das Espécies

Foram coletados 80 espécimes, 53 fémeas e 27 machos (Tab. 02). Os
espécimes coletados foram identificados com auxilio das descricbes feitas por
Oyakawa et al. (2009), uma vez que na bacia do Xingu ha duas espécies do género
Hoplias (H. malabaricus e H. Aimara) (Fig. 4).

Figura 4. A) Hoplias malabaricus sinfese mandibular em forma de V; B) Hoplias
aimara sinfese mandibular em forma de U.

Citogenética:

Obtencdo dos Cromossomos Mitoticos Metafasicos

A técnica utilizada para obtencdo de cromossomos mitéticos metafasicos a
partir dos rins anterior e posterior seguiu o protocolo proposto por Bertollo et al.
(1978). Este método consiste no tratamento quimico, com aplicacdo de colchicina

(0,025% para 1mL/100g de peso corporal) na regido peritonial, depois o animal foi
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mantido em ambiente aerado por 40 minutos. Em seguida, o animal foi sacrificado
para retirada dos rins, este foi transferido para cubetas contendo solugéo hipotbnica
(KCI 0,075M) onde foi dissociado e incubado em estufa a 37°C por 20min. Em
seguida o material foi transferido para tubo de centrifuga onde recebeu cerca 2ml de
fixador (Solucdo: 1 &cido acético:3 metanol) e centrifugado por 10 minutos. Apos
esse tempo o sobrenadante foi descartado e acrescentado cerca de 6ml de fixador e
o material foi dissociado com pipeta de pasteur e este processo foi repetido mais
duas vezes. ApOs a Ultima centrifugacdo foi acrescentado 1,5 ml de fixador o
material foi ressuspendido e transferido para eppendorf. Para andlise a solucao

obtida foi gotejada (2 ou 3 gotas) em lamina aquecida em agua destilada a 60°C.

Coloracao Convencional

Esta técnica tem por objetivo visualizar os cromossomos para identificagao de
numero diploide, morfologia cromossomica e numero fundamental. Para sua
realizacdo as laminas foram coradas com Giemsa 5%, em tampé&o fosfato (pH 6,8)
durante 5 minutos, as laminas foram lavadas em agua corrente e secas ao ar, em

seguidas analisadas em microscopia optica.

Impregnacéo por Nitrato de Prata (Banda Ag-NOR)

A deteccao das regides organizadoras de nucléolo foi realiza de acordo com a
metodologia proposta por Howell & Black (1980). Sobre a lamina com material
cromossomico foram adicionadas duas gotas de agua destilada, duas gotas de
gelatina (1g/100 mL de agua destilada e 0,5 ml de acido formico) e quatro gotas de
solucéo Nitrato de Prata (50%). As solucfes foram espalhadas uniformemente sob a
[amina com o auxilio de uma laminula e coberta com a mesma. Em seguida, a
lamina foi incubada em estufa a 70°C em camera umida por aproximadamente 8
minutos, dependendo do monitoramento da coloracdo da mesma. Apés a coloracao
esperada ter sido atingida lavou-se a lamina em agua corrente possibilitando que a
laminula fosse retirada pela propria agua e as metafases foram observadas em

microscopia Optica.
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Bandamento C

Para o estudo da heterocromatina constitutiva, foram utilizados protocolos de
bandamento C baseado em SUMNER (1972). As adaptagdes seguiram as
proposi¢cbes da equipe do laboratério de Sistematica Molecular da UFV sob
coordenacao do Prof. Jorge Dergam. Todos envolvem trés tratamentos quimicos:
com o acido cloridrico (HCI) 0,2 N a 42 °C por 10 minutos, com base fraca (Ba(OH),)
5% a 42 °C por 1 minuto e 8 segundos e o banho com soluc¢éo salina (2XSSC) a 60
°C por 1 hora. Ao fim do tratamento as laminas foram coradas com Giemsa ou DAPI.

Coloracao com Fluorocromo DAPI/CMA;

A técnica seguiu protocolo de Verma & Babu (1995) com modificacdes feitas
por Fernandes (2004): ApOs a obtencdo dos cromossomos mitoticos metafasicos
mergulhou-se as laminas por 5 minutos em tamp&o Mcllvaine, apds seca-la ao ar,
pingou-se 150 pL de CMA; (0,5 mg/ml) sobre a lamina e cobriu-se com laminula
(impa e seca) deixando a mesma por 45 minutos no escuro. Apds esse tempo
retirou-se a laminula em agua corrente e mergulhou a laminula por 5 minutos em
tampédo Mcllvaine espera secar em escuro, mergulha a [amina em solucado de DAPI
(0,6 mg/ml) por 30 minutos enxaguar novamente por 5 minutos em tampdao
Mcllvaine, esperar secar em escuro. Apds seca pingou-se sobre a lamina uma gota
de sacarose e cobrir com laminula (limpa e seca) sem deixar fazer bolha. Apés o
processo incubou-se as laminas em escuro em estufa 37°C por no minimo 3 dias e

no maximo 10 dias apds o processo para analise em microscopio de fluorescéncia.

Andalise dos dados

Para analise dos dados foi feito a digitalizacdo das imagens através de
microscopios acoplados a um sistema de digital de captura de imagem, com objetiva
de imersdo com aumento de 100x e processadas em computador. Os cariétipos
foram montados com auxilio de softwares de analise de imagem, seguindo a
classificacdo cromossémica proposta por Levan et al. (1964), cujo o critério € a

razdo entre bracos (RB: maior/braco menor) (Fig. 5). Para identificacdo de possiveis
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heteromorfismos cromossémicos foi utilizado a chave cromossémica proposta por
Pazza & Kavalco (2004)

: Metacéntrico (m): (RB= 1,00 a 1,70)
‘ Submetacéntrico (sm): (RB= 1,71 a 3,00)
‘ Subtelocéntrico (st): (RB= 3,01 a 7,00)

‘ Telocéntrico (t): (RB= a partir de 7,01)

Figura 5. Classificagdo Cromossdmica segundo Levan at al. (1964).
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RESULTADOS

Bacia do rio Araguaia

Todas as populagdes estudadas apresentaram nuamero dipléide 2n=40 e nao
foi observado cromossomo sexual. O cari6tipo pertencente a bacia do rio Araguaia €
constituido por 11 pares de cromossomos metacéntricos e 9 pares de cromossomos
submetacéntricos. Assim a férmula cariotipica de 2n= 11m + 9sm, o numero
fundamental observado foi de NF=80 (Fig. 6A; Tab. 03).

A coloracdo com impregnagdao por nitrato de prata evidenciou quatro
cromossomos com marcacdes, sendo que trés teloméricas em Ccromossomos
metacéntricos e submetacéntrico com marcacéo bitelomérica (Fig. 6C; Tab. 03).

O bandamento C evidenciou marcacdes centromeéricas para a maioria dos
cromossomos, com alguns cromossomos com marcacdes centroméricas e
biteloméricas, e um par de cromossomos metacéntricos e um par cromossomos
submetacéntricos apresentaram uma grande banda heterocromatica no bracgo curto
(Fig. 6B, 5D; Tab. 03). Foram registrados nos dois primeiros pares de metacéntricos
(pares 01 e 02) e submetacéntricos (pares 12 e 13) grandes blocos
heterocromaticos na por¢cdo centromérica, além de outros dois pares de
cromossomos peqguenos com blocos grandes também na porcdo centromérica
(pares 06, 09, 16 e 18) e com marcacdes teloméricas (paresl?7 e 20).

Os resultados obtidos a partir do CMAz evidenciaram bandas ricas em CG nas
regides centroméricas e teloméricas de um par de cromossomos metacéntricos e em
dois pares de cromossomos submetacéntricos, jA o DAPI ndo evidenciou nenhuma
banda rica em AT (Fig. 06E; O5F; Tab. 03). Nao foram encontradas diferencas no

padrao de bandas entre os sexos de nenhuma das populacfes analisadas.
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Figura 6. Caridtipos do cariomorfo 2n=40 C de populagdes de H. malabaricus do rio Araguaia. A) Coloragdo Giemsa; B)
Banda C/DAPI; C) NORs: As setas indicam as regibes argentofilicas dos cromossémicos.; D) Banda C: As setas indicam os
blocos heterocromaticos nos cromossémicos.; E) CMA;: As setas indicam regiGes ricas em bases GC; F) As setas indicam a
auséncia de marcagoes de pares de base AT.
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Bacia do rio Xingu

As populacdes estudadas apresentaram numero dipléide 2n=40, ndo sendo
observado cromossomo sexual. O caridtipo pertencente a bacia do rio Xingu €
constituido por 15 pares de cromossomos metacéntricos e 5 pares de cromossomos
submetacéntricos, sendo a férmula cariotipica de 2n= 15 m + 5 sm e numero
fundamental observado para todas as populacdes foi o de NF=80 (Fig. 7A;Tab. 03).

A coloragcdo por impregnagdo com nitrato de prata evidenciou cinco
marcacdes teloméricas em cromossomos metacéntricos e submetacéntricos (Fig.
7C; Tab. 03).

O bandamento C evidenciou marcacfes centroméricas para a maioria dos
cromossomos, com alguns cromossomos com bandas centroméricas e bitelomeéricas
(pares 04, 06, 07, 08, 09, 12, 15) (Fig. 7B, 7D; Tab. 03).

O fluorocromo base - especifico CMA3 evidenciou bandas ricas em CG em
dois pares cromossOmicos com bandas centromeéricas, em dois pares
cromossOémicos com bandas teloméricas e um par de cromossomos com banda
bitelomérica; ja para o DAPI nao foi evidenciada nenhuma banda rica em AT (Fig 6E;
6F; Tab. 03). Nao foram encontradas diferencas nos padrbes das bandas em

relacdo aos sexos em nenhuma das populacdes.
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Figura 7. Caridtipo do cariomorfo 2n=40 de populagdes de H. malabaricus do rio Xingu. A) Coloragdo Giemsa; B) Banda
C/DAPI: Os pares destacados evidenciam cromossomos com marcagdes heterocromaticas biteloméricas; C) NORs: As setas
indicam as regides argentofilicas dos cromossémicos.; D) Banda C: As setas indicam os blocos heterocromaticos nos
cromossOmicos.; E) CMA;: As setas indicam regiGes ricas em bases GC; F) As setas indicam a auséncia de marcagdes de
pares de base AT.
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Tabela 3 Resumo dos resultados citogenéticos das populagdes estudadas nas bacias do Araguaia e do Xingu. Posigdo dos

blocos heterocromaticos: C: centromérica; T: Telomérica, BT; Bitelomérica

Bacia Sexo 2n  Férmula Numero Ag- Banda CMA3 DAPI
Cariotipica Fundamental NORs C
Araguaia &/ 40 11m + 9sm 80 5 C,Te 8Ce Ausente
T T
Xingu 319 40 15m + 5sm 80 5 C, Te 8C, T Ausente
BT e BT
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DISCUSSAO

Os cariotipos coletados nas localidades da bacia do Araguaia assemelham-se
ao cariomorfo “padréo” 2n=40C indicado por Bertollo et al. (2000) para as bacias do
baixo Parana e amazonica. J4 os cari6tipos encontrados neste estudo na bacia do
Xingu indicam que o cariomorfo 2n=40C, apresenta populagcbes amazonicas que
diferem em varios aspectos do cariomorfo padrdo, como a morfologia cromossémica
e bandamento C/CMA;. Essas caracteristicas assemelham essas populacdes as
trairas 2n=42, como padrbes biteloméricos de Banda C/CMA; ,ja indicados em
outros estudos para estes cariomorfos (Vicari et al., 2003; Vicari et al., 2006; Cioffi et
al., 2009a; Cioffi et al., 2009b; Blanco et al., 2010).

A diferenca apresentada entre os cariotipos da bacia do Araguaia e do Xingu
guanto a formula cariotipica, podem ser explicados por rearranjos cromossémicos do
tipo inversao pericéntrica. Esse tipo de rearranjo envolve a mudanca de posicao do
centrdmero, 0 que ndo resulta na mudanca do namero cromossémico, apenas ha
morfologia (Imai & Muruyama, 1978). Provavelmente essa sutil mudanca aumentou
0 numero de cromossomos metacéntricos para a bacia do Xingu e pode ter
envolvido cromossomos submetacéntricos, sem alteracdo do nuamero fundamental
(NF). As inversbes pericéntricas entre essas populacdes podem ter surgido como
resultado de evolucao alopatrica, relacionada ao isolamento dessas populacdes pela
Serra dos Carajas, assim como ja se foi observado em outros estudos de H.
malabaricus (Born & Bertollo, 2001, Jacobina et al. 2009; Blanco et al., 2010). As
inversdes pericéntricas sdo consideradas como as principais responsaveis pela
variabilidade cariotipica em diversos grupos de peixes, principalmente naqueles que
conservam o numero diploide, como Acestrorhynchinae e Cynopotaminae (Falcdo &
Bertollo, 1985); Serrasalminae (Cestari & Galleti-Jr, 1992; Nakayama et al., 2008;
Sampaio, 2008), Neoplecostominae (Kavalco et al., 2005), Ariidae (Sczepanski et al.,
2010) entre outros.

A bacia do Araguaia se caracteriza pela simpatria entre os cariomorfos A
(Bertollo et al., 1997; Born & Bertollo, 2001; Blanco et al., 2010) e C (Oliveira et al.,
2007, Vitorino et al., 2007b). As diferencas encontradas em relacdo a outros estudos
gue também evidenciaram o cariomorfos C podem ser explicadas por rearranjos

cromossOmicos do tipo inversdo pericéntrica (Dergam & Bertollo, 1990; Bertollo et
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al., 1997; Oliveira et al., 2007, Vitorino et al., 2007b). Ja as diferencas com o
cariomorfo A podem ser consequéncias de rearranjos do tipo fuséo/fisséo
cromossomica (Bertollo et al., 1997; Born & Bertollo, 2001; Oliveira et al., 2007,
Vitorino et al., 2007b; Blanco et al., 2010). Nesse sentido, as variacbes do
cariomorfo C onde foram encontrados sistema sexual simples (XX, XY) por Vitorino
et al. (2007b) seria uma caracteristica derivada decorrente de inversdes
pericéntricas (Cioffi et al.; 2009a; Cioffi & Bertollo, 2010). Aparente excec¢ao seria 0
cariomorfo 2n=40D o qual evolui de um ancestral 2n=40C por meio de uma
translocacdo nao reciproca (Dergam & Bertollo, 1990; Bertollo et al., 2000). Os
cariomorfos encontrados em simpatria na bacia do Araguaia estdo isolados
reprodutivamente na maior parte da bacia, pois ndo se tém registros de formas
cariotipicas intermediarias. As diferencas evidenciadas podem ser resultados dos
isolamentos geograficos dessas populacdes pela formagcdo geomorfolégica do
proprio sistema fluvial (Oliveira et al., 2009) ocasionando mudangas no regime
hidrico entre |éntico e I6tico e impondo barreiras geograficas (como corredeiras,
lagos marginais e a ilha do bananal). Sampaio (2008) sugere que a regido do
Araguaia - Bananal possa ser uma barreira geografica para muitos organismos, mas
também pode ser uma zona natural de hibridizagdo para outras, como € a situagao
de Serrasalmus rhombeus. Sendo H. malabaricus uma espécie sedentaria,
apresenta populacdes mais limitadas e suscetiveis a variacdes intrapopulacionais,
explicando assim a grande diversidade cariotipica para o grupo (Bertollo et al., 1997;
Rosa et al., 2010).

O cariomorfo 2n=40 encontrado na bacia do Xingu apresenta uma morfologia
nova ainda nao registrada em outras regides (Bertollo et al., 1997; Bertollo et al.,
2000; Born & Bertollo, 2001; Oliveira et al., 2007; Lima, 2008; Blanco et al., 2010).
As diferencas na formula cariotipica encontrada neste trabalho quando comparadas
com as demais registradas em cariomorfos 2n=40 dentro e fora da regido
amazobnica, podem ser explicados por rearranjos do tipo inversdo pericéntrica
(Dergam & Bertollo, 1990; Bertollo et al., 2000).

Os resultados obtidos a partir da impregnacdo com nitrato de prata
evidenciaram Ag-NORs multiplas e teloméricas corroborando outros estudos para H.
malabaricus na bacia amazbnica (Bertollo et al., 1997; Born & Bertollo, 2001;
Vitorino et al., 2007a,b; Lima, 2008; Blanco et al., 2010). O padréo de NORs para as
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bacias do Araguaia e do Xingu, ndo diferiram no numero marcacgfes, porém a
primeira apresentou um cromossomo com marcagdo bitelomérica. Marcagdes
biteloméricas sdo comumente encontradas em populacbes de Hoplias malabaricus
pertencentes dos cariomorfos 2n=42 (Bertollo, 1996; Born & Bertollo, 2001; Vicari et
al., 2003; Vicari et al.,2006;). As NORs néo diferiram quanto a género para as duas
bacias, ndo estando relacionadas a cromossomos sexuais, como ja foi registrado
para H. malabaricus 2n=40 (Vitorino et al.,, 2007a,b; ). A presenga Ag-NOR em
namero impar pode ser efeito de um heteromorfismo acentuado, decorrentes de
crossing - over desiguais gerando uma expresséao diferencial dessas NORs (Vicari et
al., 2005; Blanco et al., 2010).

O padrdo de variagcdo de Banda C evidenciou que ambas as populagdes
apresentaram concentracdo de blocos heterocromaticos nas regides centromericas
e telomeéricas dos cromossomos, corroborando outros estudos em populacdes de H.
malabaricus dentro e fora da bacia amazonica (Dergam & Bertollo, 1990; Bertollo et
al., 1997; Born & Bertollo, 2001; Born & Bertollo, 2006; Vicari et al.,2006; Lima, 2008,
Jacobina et al., 2009; Santos et al., 2009; Blanco et al.,2010). O padréo das bandas
heterocroméaticas difere na quantidade de cromossomos com blocos centromeéricos e
biteloméricos entre as duas bacias. As marcacdes biteloméricas ocorreram em maior
numero na bacia do Xingu, além da existéncia de um par com marcacdes apenas
biteloméricas, restritas a esta bacia. Os padrdes centroméricos de Banda C na
populacdo da bacia do Araguaia sdo caracteristicos do o cariomorfo C (Bertollo &
Dergam, 1990; Bertollo et al., 1997a). O presente trabalho aponta semelhanca entre
o padréo de bandamento C do Araguaia com os encontrados por Blanco et al.(2010)
para o cariomorfo 2n= 42A na mesma bacia. Ja4 os resultados encontrados para a
bacia do Xingu ndo apresentam semelhancas com os de Blanco et al. (2010) na
mesma bacia para o cariomorfo A. Almeida-Toledo (1998) sugere que a
heterocromatina esteja associada a evolucao cariotipica de peixes, porém diferencas
nos padrées de bandamento C entre populacbes de H. malabaricus isoladas por
eventos vicariantes sugerem que essas mudancas correspondem a diferenciacoes
intraespecificas (Jacobina, 2008; Lima, 2008; Blanco et al.,2010).

O DAPI, quando aplicado a cromossomos de peixes apresenta poucas ou
nenhuma banda positiva, como ja foi observado em trairdes (Hoplias aimara e

Hoplias intermedius) das bacias amazé6nica e do S&o Francisco (Blanco et al., 2011),
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Steindachneridion (Swarca et al.; 2008), Arapaima (Rosa et al, 2009) e Ariidae
(Sczepanski et al., 2010). No presente trabalho a homogeneidade dos cromossomos
tratados com DAPI, indicam a auséncia de grandes sitios ricos em pares de base
AT, podendo estar distribuidas de forma homogénea nas regifes eucromaticas e
heterocrométicas.

O CMA; geralmente apresenta bandas positivas em peixes, as quais estao
frequentemente associadas as NORs. Essa associagdo tem sido indicada em
espécies do género Hoplias (Born & Bertollo, 2001; Vicari et al., 2005; Vicari et al.,
2006; Born & Bertollo, 2006; Morelli et al., 2007; Cioffi et al., 2009a; Cioffi et al.,
2009b; Santos et al., 2009; Blanco et al., 2010; Cioffi & Bertollo, 2010; Blanco et al.,
2011). No presente trabalho as marcacdes de CMAsz; na bacia do Araguaia,
evidenciando duas marcacdes teloméricas em cromossomos submetacéntricos
correspondente aos sitios Ag-NORs, aléem de um par de cromossomos com
marcacbes centroméricas ndo correspondente aos sitios argentofilicos. Os
resultados da bacia do Xingu o CMAj; evidenciou marcacbfes em pares hao
correspondentes aos sitios Ag-NORs, com marcacgdes biteloméricas e centromeéricas
associadas aparentemente as regides heterocromaticas demonstradas no
bandamento C (Galleti-Jr, 1998).

Embora exista uma relacdo positiva entre fluorocromos ricos em CG com
sitios de NORs, esta relacdo ndo € obrigatéria e pode apresentar grande
variabilidade quanto ao nimero, posicdo e tamanho dos cistrons nos cromossomos
de peixes (Galleti-Jr, 1998; Nirchio & Oliveira, 2006). Os resultados da bacia do
Xingu fogem do padréao esperado para os cariomorfos 2n=40 (Lima, 2008; Blanco et
al.,, 2010; Santos et al., 2009), se assemelhando ao padrdo encontrado em
populacdes de cariomorfos 2n=42 (Vicari et al., 2003; Cioffi et al., 2009a).

Bertollo et al. (2000) descreveram 7 cariomorfos baseados na macroestrutura
cromossdmica (morfologia e numero), embora pequenas diferencas nessa
morfologia cromossdmica tenham sido aceitas como parte da variacdo natural de
algumas populacdes (e.g., Born & Bertollo, 2001; Cioffi et al., 2009b; Blanco et al.,
2010). As diferencas encontradas na microestrutura cromossémica (padrées de
bandamento) no presente trabalho entre os cariomorfos do Araguaia e do Xingu,

aparentemente sao resultados de variacdes geograficas fixadas nas populacoes.
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O cariomorfo encontrado no Xingu pode ser resultado de rearranjos cromossomicos
que fixaram essas diferencas cariotipicas e isolaram reprodutivamente e
geneticamente essa populacdo das demais descritas em simpatria e alopatria na
regido. As diferencas entre as duas populacdes poderiam teoricamente surgir como
resultado de efeitos de deriva genética, propicios em espécies que sobrevivem em
pequenas populacdes (Sczepanski et al., 2010). Porém, considerando que estudos
moleculares em andamento indicam que o DNA mitocondrial das trairas 2n=42 é
mais basal que as trairas 2n=40 (Santos & Dergam, nao publicado), € possivel que
as semelhangcas do cariomorfo da bacia do Xingu com os cariomorfos 2n=42
representem plesiomorfias cariotipicas que ja ndao existem no cariomorfo “padrao”
2n=40C indicado por Bertollo et al. (2000). Considerando a ecologia das trairas, é
tentador relacionar a evolucdo cariotipica delas a eventos associados a mudancas
extremas na estrutura populacional da espécie, conforme proposto pelos modelos
classicos de evolucado cromossomica (White, 1973; Spirito, 1998). Por outro lado, a
presenca de caracteristicas tipicas dos cariomorfos 2n=42 no cariomorfo 2n=40 da
bacia do Xingu sugere um cenario alternativo de evolugdo cromossémica,
envolvendo populacdes de maior porte, conforme proposto por Kirkpatrick & Barton
(2006), no qual os proprios rearranjos podem ser locais onde mutacdes vantajosas
seriam fixadas em cada populacdo. Assim, os processos de diferenciacdo dos
cariomorfos 2n=40 em outras bacias neotropicais podem ter envolvido gargalos
demograficos que aceleraram sua diferenciacdo do padrdo caracteristico do
cariomorfo 2n=42. Os dados obtidos reforcam a necessidade de maiores estudos

das relacdes filogenéticas entre os cariomorfos da bacia amazonica.
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CONSIDERACOES FINAIS

O cariomorfo da bacia do Araguaia corresponde ao cariomorfo 2n=40C,

proposto por Bertollo et al. (2000);

e O cariomorfo da bacia do Xingu representa uma nova configuragdo, uma vez
gue, nao foi possivel encaixa-lo em nenhum dos sete cariomorfos propostos
por Bertollo et al. (2000).

e Seguindo a proposta de classificacdo Bertollo et al.(2000) dos cariomorfos de
H. malabaricus o resultado encontrado na bacia do Xingu seria o citétipo “H”.

e O padrédo de banda C/CMA3; nas populacdes do Xingu se assemelham mais
aos padrdes dos cariomorfos 2n=42, reforcando a idéia de Santos & Dergam
(dados néo publicados) que os cariomorfos 2n=42 sao basais em relacdo aos
2n=40.

e O cariomorfo da bacia do Xingu sugere que a evolucdo cariotipica de H.

malabaricus pode ter ocorrido em grandes populacdes.
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