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Resumo: A espécie Hoplias malabaricus € um dos principais representantes dos eritrinideos
neotropicais, caracterizada por um amplo polimorfismo cariotipico, uma vez que até o
momento sete cariomorfos ja foram descritos. Considerada por diversos autores como um
complexo de diferentes espécies, H. malabaricus possui taxonomia confusa e, desse modo se
faz necessario mais estudos cobrindo maiores dreas de amostragem para melhor compreender
a origem dos cariomorfos. O presente estudo teve como objetivo realizar uma andlise do
cariétipo da espécie acima referida proveniente do médio Rio Iguacu, segundo planalto
paranaense. Os espécimes foram coletados no municipio de Cruz Machado - PR e submetidos
a analises de citogenética cldssica, enfocando o namero diploide através de coloracdo com
Giemsa, o padrdo da heterocromatina constitutiva (Bandas C) e a localizacdo dos genes
ribossomicos 455 (Regides Organizadoras de Nucléolos - RONs) através de impregnagdo com
nitrato de prata. Os espécimes analisados apresentaram um cariétipo com 2n = 42
cromossomos, RONs maltiplas e bandas C no centromero de todos os cromossomos, além de
algumas marcagoes teloméricas em alguns pares. Este padrao caracteriza o cariomorfo A, cuja
estrutura cariotipica é a de maior frequéncia na bacia do Rio Iguagu. Frente ao fato de ser
considerado um complexo de espécies, aspectos biogeograficos e de evolucdao cromossoémica,
enfatizando transformacdes cariotipicas entre os cariomorfos ocorrentes nesta bacia sdo
discutidos.
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CHROMOSOME STUDY OF A POPULATION OF THRAIRA FISH,
Hoplias malabaricus (CHARACIFORMES, ERYTHRINIDAE), FROM
THE MIDDLE IGUACU RIVER

Abstract: Hoplias malabaricus species is among the main representative erithrinid fish of
Neotropical region, characterized by a wide karyotypic polymorphism, since so far seven
karyomorphs have been reported. Considered by many authors as a species complex, the
current state taxonomic knowledge of H. malabaricus species is still confused, thus requires
more studies covering larger sampling areas to better understand the origin of karyomorphs.
The present study aimed to perform a karyotype analysis of H. malabaricus from the middle
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Rio Iguagu, second Parand plateau. The specimens were collected in Cruz Machado
municipality and submitted to classical cytogenetics analysis, focusing on the diploid number
by Giemsa staining, constitutive heterochromatin pattern (C-bands) and the location of
ribosomal genes 455 (nucleolus organizer regions - NORs) by silver nitrate impregnation. The
specimens analyzed showed a karyotype with 2n = 42 chromosomes, multiple NORs and C-
bands at the centromere of all chromosomes and eventually, in a telomeric position in some
pairs. This pattern characterizes the karyomorph A, whose karyotype is the most frequent in
the Iguagu river basin. Given the fact that it is considered a species complex, aspects of
biogeography and chromosomal evolution, emphasizing karyotypic changes between
karyomorphs of this basin, are discussed.

Key-words: karyomorphs, conventional cytogenetics, trahiras.

INTRODUCAO

A regido neotropical é caracterizada por apresentar a maior e mais diversificada
ictiofauna de agua doce do mundo, representada principalmente pelas ordens
Characiformes, Siluriformes, Gymnotiformes, Cyprinodontiformes e Perciformes
(LUNDBERG et al., 2000; VARI e MALABARBA, 1998). Dentre as ordens mais
abundantes na América do Sul, os Characiformes representam o grupo com a maior
abundancia entre os teledsteos neotropicais, sendo representados por 15 familias e

contendo aproximadamente 37% das espécies ja descritas até entdo para esta ordem

(ALMEIDA, 2010).

A familia Erythrinidae representa um pequeno taxon dentro dos Characiformes,
compreendendo trés géneros: Hoplias, Hoplerythrinus e Erythrinus, sendo estes restritos
a América do Sul (BRITSKI, 1972). O género Hoplias é o mais rico em ntimero de
espécies e de maior distribuicdo geogréafica (VITORINO et al., 2007; ALMEIDA, 2010).
Para a regido sul e sudeste brasileiro, sdo citadas duas espécies: H. malabaricus e H.
lacerdae que popularmente sdo conhecidas como trairas e trairdes respectivamente,
ambas com uma taxonomia confusa de tal maneira que sdo reconhecidos como

complexos de espécies dos grupos malabaricus e lacerdae (MARIA, 2007).

A bacia do rio Iguacu apresenta um alto grau de endemismo (KANTEK et al., 2007),
porém devido a acdo antropica muitas espécies exoticas acabam sendo integradas a

este ecossistema dificultando o estudo da biogeografia nativa (LEMOS et al., 2002).
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Muitas contradicdes surgem sobre a real origem de H. malabaricus nesta bacia, e neste
contexto a citogenética se torna uma ferramenta importante para estudos sobre

estruturacdo genética e especiagao.

Os primeiros trabalhos em H. malabaricus realizados por BERTOLLO e colaboradores
(1978; 1983) com andlise cromossdmica convencional, j4 revelavam a grande
diversidade cariotipica entre populagdes em relacdo a numeros diploides, morfologia
cromossOmica e sistemas de cromossomos sexuais. Este cenario pode ser explicado
pelo fato de que, apesar de sua ampla distribuicdo geogréfica, é uma espécie com
limitada capacidade migratéria, o que favorece a fixacdo de rearranjos cromossdmicos

nas populagoes.

Assim, frente a ampla variabilidade cariotipica é importante estabelecer que padrdes
desta espécie sao encontrados no segundo planalto da bacia do Rio Iguacu, centro-sul
do Estado do Parana. Adicionalmente diversos autores consideram H. malabaricus
como um complexo de espécies distintas reunidas em uma tnica denominagao
especifica e, portanto, justifica uma melhor revisdo quanto a sua classificacdo. Desta
maneira se torna fundamental compreendermos as variagdes cromossOmicas que
ocorrem com o tdxon em diferentes bacias hidrograficas do Brasil, a fim de enriquecer
a base de dados para estudos filogenéticos, taxondmicos e biogeograficos desta

espécie.

MATERIAIS E METODOS

Analises citogenéticas foram realizadas em sete espécimes (trés fémeas e quatro
machos) de H. malabaricus provenientes do Rio Iguagu, municipio de Cruz Machado,
Parana. Os procedimentos utilizados estio de acordo com o Comité de FEtica in
Experimentacdo Animal da Universidade Estadual de Ponta Grossa (processo No.

04741/08).

Preparacdes mitoticas foram obtidas por cultura de tecidos de curto tempo
(FENOCCHIO et al., 1991). Deteccao da heterocromatina constitutiva (Bandas C) foi
realizada conforme SUMNER (1972) e as regides organizadoras de nucléolo (RONs)
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foram coradas por nitrato de prata (HOWELL e BLACK, 1980). Os cromossomos foram
organizados por tamanho e morfologia de acordo com LEVAN et al. (1964), e
agrupados dentro das categorias metacéntricos (m) e submetacéntricos (sm). O
namero fundamental (NF), que reflete o nimero total de bracos cromossémicos do
cariotipo, foi determinado considerando que cromossomos metacéntricos e

submetacéntricos sdo portadores de dois bragos.

RESULTADOS

Todos os individuos coletados apresentaram um nimero diploide de 42 cromossomos
distribuidos em 12 pares de cromossomos metacéntricos (m) e 9 pares
submetacéntricos (sm), nimero fundamental (NF = 84) (Figura 1a). Nao foi constatada

a presenca de cromossomos sexuais diferenciados morfologicamente.
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Figura 1. Cariétipos de Hoplias malabaricus submetidos a coloracdo com Giemsa (a) e

bandamento C (b). Cromossomos portadores das Ag-RONs (caixa). Barra =5 um.

Quanto a distribuicdo da heterocromatina constitutiva, o bandamento C evidenciou
marcacdes centroméricas/ pericentroméricas em todos os cromossomos, além de

bandas teloméricas em alguns pares (Figura 1b).

Luminaria, v.17,n.01,2015



Weiwanko, L. & Noleto, R.B. 44

A partir da impregnacdo com nitrato de prata, foi observado um padrao de RONs
multiplas, quando marcagdes foram evidenciadas em dois pares cromossdmicos. Na
regido telomérica do braco longo dos menores cromossomos submetacéntricos (par 21)
e em regido telomérica de ambos os bragos, caracterizando um padrao bitelomérico,

em um par de cromossomos metacéntricos nao identificado (Figura 1 caixa).

DISCUSSAO

Os espécimes de H. malabaricus analisados no presente trabalho possuiram estruturas
cariotipicas com 2n = 42 cromossomos metacéntricos/submetacéntricos, cariétipo este
correspondendo ao cariomorfo “A” descrito por BERTOLLO et al. (2000). Este
cariétipo se caracteriza por apresentar uma estrutura estavel, que nao se diferencia
morfologicamente entre machos e fémeas e possui a maior distribuicao no sul do Brasil
(BERTOLLO et al., 2000; VICARI et al., 2003; MARIA, 2007). Quando analisado
isoladamente, mesmo este cariomorfo apresenta uma variacdo interpopulacional
quanto a morfologia dos cromossomos. Estudos realizados por BORN e BERTOLLO
(2001) demonstraram grandes variagdes da férmula estrutural do cariomorfo A,
variando entre (20m + 22sm), (22m + 20sm) e (24m + 18sm). Para a bacia do Rio Iguacu,
VICARI et al. (2003; 2005; 2006) e o presente estudo, apresentam a férmula cariotipica
para H. malabaricus igual a 24m + 18sm. Tal polimorfismo é considerado estavel e

intrinseco a espécie, sendo o resultado de inversdes pericéntricas alterando a

morfologia dos cromossomos sem modificar, porém, o nimero diploide.

Dentro da bacia do Iguagcu, ja foi também descrito o cariomorfo B em regides restritas
ao alto Rio Iguacu (primeiro planalto paranaense) (LEMOS et al., 2002). Recentes
estudos envolvendo marcadores cromossdmicos mais resolutivos apontam para uma
possivel diferenciacao do cariomorfo A originando o cariomorfo B. Este taltimo possui
uma estrutura cariotipica muito semelhante, com variagdes estritas a distribuicdo da
heterocromatina constitutiva, regides organizadoras de nucléolos e presenca de um
sistema sexual do tipo XX/XY, onde o cromossomo X corresponde ao unico

cromossomo subtelocéntrico deste caridtipo (BORN e BERTOLLO, 2001; CIOFFI e
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BERTOLLO, 2010). A ocorréncia dessa forma derivada permitiu relacionar a existéncia
do cariomorfo B a partir de populagdes isoladas e que sua baixa ocorréncia ao longo
da bacia do Rio Iguacu seja devida ao arco de Ponta Grossa ou arco Devoniano,
barreira geoldgica natural entre o primeiro e segundo planaltos paranaenses (VICARI

et al., 2006).

No Brasil as bacias costeiras do leste e nordeste sendo consideradas as mais antigas,
representam um componente biogeografico ancestral para muitos grupos de peixes
(RIBEIRO, 2006), logo os cariomorfos existentes nelas podem representar o cariétipo
basal dentro de H. malabaricus. O cariomorfo F (2n =40 m/sm), tem predominancia em
tais bacias (JACOBINA et al, 2009; DA ROSA et al., 2014), e assim ele seria
plesiomorfico em relacdo a outros cariomorfos encontrados nas demais bacias, como a
do Rio Iguacu, que hospeda cariomorfos apomoérficos, como o A e o B. Esta distribuicao
geografica relacionada com a evolucdo cariotipica na familia Erythrinidae pode
também ser observada em Hoplerythrinus unitaeniatus, onde o grupo ancestral esta

distribuido ao longo das bacias litoraneas (DA ROSA et al., 2012).

Em relacao a heterocromatina constitutiva, o padrao observado esta de acordo com os
encontrados em outras populag¢des ou cariomorfos de H. malabaricus (BERTOLLO et
al., 2000, BORN e BERTOLLO, 2001; VICARI et al., 2003; 2005; 2006), com bandas C
centroméricas/ pericentroméricas, e ocasionalmente em regido telomérica. VICARI
(2003) estudando H. malabaricus da regiao do alto Rio Iguacu, relata um polimorfismo
intrapopulacional balanceado de rDNA associado com heterocromatina no par
submetacéntrico 16, com a presenca de 3 fendtipos diferentes. Frente ao fato de que o
cromossomo 16 do cariomorfo A tem correspondéncia em tamanho com o
cromossomo X do cariomorfo B, tal DNA repetitivo desse segmento pode ter
implicacdo na evolucdo do sistema sexual do cariomorfo B. Porém essa condicao

polimoérfica ndo foi observada na populagao do presente estudo.

A coloracdo com nitrato de prata revelou RONs miltiplas sobre os menores
cromossomos submetacéntricos, e uma marcagdo bitelomérica em um par

metacéntrico. De acordo com BERTOLLO (1996) a ocorréncia de RONs multiplas é
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frequente para a familia Erythrinidae e o fenétipo bitelomérico é mais frequente nos
cariomorfos A e B (VICARI et al.,, 2005). VICARI et al. (2006) ao analisar duas
populacdes de H. malabaricus do Rio Iguacu, observou a presenca de duas a oito
marcagOes, variacdo esta relacionada a dindmica evolutiva dessa familia génica,
caracterizada por recombinacdo desigual, atividade de elementos de transposicdo,
rearranjos intra-cromossomicos, translocagdes, entre outros (FUJIWARA et al., 1998).
A associacdo de RONs com heterocromatina constitutiva é um aspecto bastante
relevante dentro da evolucdo cromossdmica de H. malabaricus. CIOFFI et al. (2011) ao
mapear algumas classes de DNA repetitivo verificou que tanto o cromossomo X
quanto o Y do cariomorfo B aparentam apresentar homologia com o par 21 do
cariomorfo A, uma vez que eles compartilham a ocorréncia de genes de DNAr 45S,
sequéncias (GATA), e sitios do DNA repetitivo 5SHindIII-DNA, refor¢ando assim a

evidéncia de suas inter-relacoes.

CONSIDERACOES FINAIS

A populagao de H. malabaricus analisada no presente estudo apresentou o cariomorfo
cuja distribuicdo é conhecida por ter a maior abrangéncia ao longo da bacia do Rio
Iguacu. Porém, frente ao fato de se tratar de um complexo de espécies, estudos
cobrindo maiores areas de amostragem sao necessarios para melhor compreender as

possiveis transformagodes cariotipicas dentro do grupo.
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