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ANALISE CROMOSSOMICA EM Hoplias malabaricus (BLOCH, 1794) (CHARACIFORMES,
ERYTHRINIDAE) DO RIO CAPANEMA, REALEZA, PARANA
Denise Felicettit
Luciana Borowski Pietricoski?
RESUMO

O grupo Hoplias malabaricus apresenta grande variedade cariotipica, representando um complexo
de espécies, se caracterizando por ter sete cariomorfos claramente identificados com base no
namero diploide, morfologia cromossdmica e cromossomos sexuais. Este trabalho propds analisar
através de técnicas citogenéticas populacGes naturais de H. malabaricus presentes no Rio
Capanema, regido sudoeste do Parana, pertencente a trecho do baixo rio lguacu. As fémeas
apresentaram numero diploide de 40 cromossomos (14m + 26sm) e 0os machos 39 cromossomos
(14m + 25sm), pertencente ao cariomorfo D, o qual apresenta sistema de cromossomo sexual
(X1 X1 XX/ X1 X2Y). O bandamento C demonstrou a presenca de heterocromatina nas regides
centroméricas e pericentroméricas em grande parte dos cromossomos. Este trabalho apresenta o
primeiro relato do cariomorfo D de H. malabaricus na bacia do Rio Iguacu, sendo este relato no

ultimo trecho de seu curso.

Palavras-chave: Citogenética de Peixes. Evolu¢cdo Cromossdmica. Complexo de espeécies.

ABSTRACT
Analysis chromosomal in H. malabaricus (Bloch, 1794) (Characiformes, Erythrinidae) in the
River Capanema, Realeza , PARANA. The H. malabaricus group presents a wide variety
karyotype, representing a complex of species and it is characterized for have seven karyomorphs

clearly identified based in the diploid number, chromosome morphology and chromosomes sex.
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This paper have the proposed to analyze a cytogenetic techniques of H. malabaricus in the natural
populations present in the Capanema River, the southwest region of Parana, belonging to the stretch
of Iguagu River. The females showed a diploid number of 40 chromosomes (14m + 26sm) and the
males 39 chromosomes (14m + 25SM) belonging to the cariomorfo D, the which presents a sex
chromosome system (X1 X3 X2X2/X1X2Y). The C-banding showed the presence of heterochromatin
in the regions centromeric and pericentromeric in largely of chromosomes. This search presents the
first record the karyomorph D of H. malabaricus on the Iguagu River basin, being this reported in
the last stretch of course.

Keywords: Cytogenetics Fish. Chromosomal Evolution. Species Complex.

INTRODUCAO

A ictiofauna de agua doce da regido neotropical possui uma riqueza consideravel, podendo
chegar até 5000 espécies (Nelson, 2006). No entanto, “tem-Se que 0 numero de espécies
citogeneticamente investigadas € bastante diminuto, frente a diversidade encontrada nessa regiao
(Artoni et al., 2000)”. Dentre os vertebrados, 0s peixes representam o grupo mais diversificado e
um dos mais interessantes para estudos da variabilidade genética e de evolucdo entre 0s vertebrados
(Nelson, 1984), possuindo posicéo basal na filogenia e uma enorme diversidade morfoldgica e de
habitats. A posicdo geografica em que o sudoeste do Parand se encontra permite um grande
favorecimento no estudo da ictiofauna, sendo o Brasil considerado, juntamente com 0s outros paises
da América do Sul, a chamada regido neotropical, pois se considera que nenhum outro lugar no
mundo tenha tanta diversidade de peixes de agua doce. Envolvendo esse fator, essa pesquisa vem na
perspectiva de colaborar com dados cientificos nessa area, que se encontra em grande expanséo,
principalmente quando se trata da espécie H. malabaricus, sendo este um tema de grande discussao
entre taxonomistas e citogeneticistas. Esta espécie € um modelo para estudos relacionados a
evolugdo dos peixes neotropicais, por apresentar grande variagdo cariotipica (2n=39 a 2n=42)

representada por sete cariomorfos claramente identificados (Sampaio, 2011).
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O grupo H. malabaricus apresenta grande variedade cariotipica. Esse grupo se caracteriza por
ter “sete cariomorfos claramente identificados como base no numero diploide, morfologia
cromossOmica e cromossomos sexuais” (Bertollo, et al. 2000). No entanto, pode-se dizer que
embora usualmente referida como uma Unica entidade cromossémica, H. malabaricus possui uma
grande diversidade cariotipica, apresentando diferencas populacionais significativas (Bertollo et al.,
1978). Entretanto, a problematica taxon6mica que ocorre com representantes do grupo H.
malabaricus permanecem ainda a serem solucionadas. Estudo realizado por Sampaio (2011)
alertam para um provével novo cariomorfo de H. malabaricus. Seria o cariomorfo H, de acordo
com a sequéncia que vem sendo descrita, encontrado no Rio Xingu, além de outros trabalhos que
vem sendo desenvolvidos nesta perspectiva.

De acordo com Maack (1981) apud Baumgartner et al. (2012), os rios Jangada, Iratim,
Chopim, Santo Antonio e Capanema sdo 0s principais tributarios da margem esquerda do Rio
Iguacu, sendo esse ultimo o rio onde foram coletados espécimes de H. malabaricus para a analise
cromossdmica. Segundo Vicari et al. (2006), a bacia do Rio Iguagu néo € recente na origem. Como
outros afluentes do Rio Parand e o proprio Rio Parana, a origem destes remonta a liquidacao
baséltica durante a formacdo da Serra Geral, no Cretaceo. Sendo assim, a fauna de peixes deste
afluente é isolada em relacdo ao sistema do Rio Parana devido a formacao das Cataratas do lguacu,
a cerca de 22 milhdes de anos atrés (periodo Oligo-Mioceno). Este fato pode ter favorecido a
especiacdo de espécies em um grau consideravel, o que poderia explicar o grau de endemismo dessa
bacia (Severi e Cordeiro, 1994 apud Vicari et al., 2006). Nessa perspectiva, H. malabaricus poderia
ser considerada uma espécie ndo-nativa na bacia do Iguagu, no entanto, os dados citogenéticos
mostram que cariotipo A se encontra amplamente distribuida no sudeste do Brasil e nas regides do
sul (onde estéa inserida a bacia do Iguacu), atingindo o Uruguai e Argentina (Bertollo et al., 2000).

Apesar de uma ampla distribuicdo geografica, o grupo Hoplias apresenta baixa capacidade
migratdria, favorecendo a manutencdo de rearranjos cromossémicos em pequenas populagdes e,

consequentemente, um aumento na variabilidade cariotipica interpopulacional (Cioffi, 2010). No
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baixo Iguacu encontram-se distribuidos alopatricamente o cariomorfo A (2n=42) e o cariomorfo B
(2n=42 XX/XY) de H. malabaricus e, sendo o Rio Capanema um importante tributario do Rio
Iguacu, esperaria ser encontrado neste a mesma configuracdo de cariétipos (A e B) (Bertollo et al.,
2000; Vicari et al., 2006).

Esta pesquisa teve por objetivo geral caracterizar citogeneticamente a espécie H.
malabaricus, utilizando técnicas citogenéticas classicas para determinar o cari6tipo da populacéo
dessa espécie, que se encontra no Rio Capanema, cidade de Realeza/PR, além de (1) identificar o/os
cariomorfo/os de H. malabaricus que ocorre/m na extensdo do Rio Capanema, Parang; (2) utilizar
0s cromossomos como uma ferramenta para explicar a evolucéo cariotipica; (3) entender as relacdes

dessa regido com os processos evolutivos do complexo da espécie.

MATERIAIS E METODOS

Coleta

Primeiramente o projeto de pesquisa foi submetido ao SISBio, para a permisséo da coleta e

submetido ao CEUA (Comissdo de Etica em Uso de Animais), sendo aprovado em ambos.

Os espécimes (4 fémeas, 6 machos) foram coletados em lagoas naturais do Rio Capanema,
no més de maio/2015, com o auxilio de rede e anzdis. Imediatamente apds a coleta, foram
transportados em containers de plastico de 20L para o laboratério de Genética da Universidade
Estadual do Oeste do Parand (UNIOESTE), campus de Cascavel. No laboratério foram
acondicionados em aquarios aerados, onde permaneceram por 24h antes do inicio das técnicas, para

gue pudessem se ambientar.

Procedimento
Para a estimulacdo de mitoses foi utilizado o método de acdo de leveduras, aumentando a
divisdo celular. Foi injetado subcutaneo, acima da linha lateral na regido posterior,

aproximadamente, uma solugdo de fermento biolégico sacarosado (5g de fermento biolégico: 5g de
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acucar cristal + 10 mL de agua), em uma propor¢do de 10 mL para cada 100g de peso do animal por
48h. A preparagdo cromossomica foi realizada in vivo, de acordo com a metodologia descrita por
Bertollo et al. (1978). O rim é retirado e adicionado em um Becker com solucdo hipotdnica KCI
0,075M. A hipotonizacao celular foi feita pela incubacdo do material em estufa a 37°C, por 20-30
min. A suspensao foi transferida para um tubo de centrifuga, sendo pré-fixado com 15 gotas de
fixador (3 metanol : 1 acido acético) e centrifugada por 10 min a 1200 rpm. O sobrenadante foi
descartado e foi adicionado novamente fixador. O procedimento da centrifuga foi repetido trés

vezes, adicionando fixador novo a cada vez. O material foi armazenado em tubo de Eppendorf.

Para a analise do material, estes foram pingados em laminas bem limpa e aquecida entre
55°C e 60°C, sendo deixado secar ao ar. Para tornar a observacdo possivel, as laminas foram
coradas com giemsa (9 mL de tampéao fosfato pH 6,8 : 1,5 mL de giemsa), por 7 min. Para a
observacdo das metafases, foi usado microscopio optico, aumento de 100x. As metafases completas

foram fotografadas em um fotomicroscopio.

Para a obtencdo de bandas C, foi sequida a metodologia descritas por Sumner (1972) com
modificacdes de Lui et al. (2009). As preparacdes cromossomicas foram descoradas do giemsa
com alcool 70% e incubadas em solucdo de HCI. Posteriormente, receberam tratamento alcalino
pelo hidroxido de bario. Em seguida foram incubadas em solugéo salina de 2XSSC aquecida a 60°.
Depois de secas, as metafases foram coradas com iodeto de propideo e deixadas por uma noite, para
posterior analise.

RESULTADOS E DISCUSSOES

A espécie H. malabaricus compreende a um complexo de espécies devido a sua ampla
diversidade cariotipica, onde alguns cariomorfos sdo amplamente distribuidas geograficamente,
enquanto outras tém menor distribuicdo e sdo restritas a certas bacias, podendo até mesmo ocorrer

cariomorfos em simpatria sem a detecgéo de hibridos (Bertollo et al., 2000, Born e Bertollo 2006).
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Os exemplares da populacdo do Rio Capanema apresentaram ndmero diploide 2n= 39 e

2n=40 para macho e fémea, respectivamente, como mostra os gréficos 1 e 2.
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Figura 1- Frequéncia do namero diploide nas fémeas em relacdo ao nimero de metafases
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Figura 2- Frequéncia do nimero diploide nos machos em relagdo ao nimero de metéfases encontradas.



Os resultados do grafico mostram que as fémeas apresentaram uma quantidade maior de
metafases (59 metéafases analisadas de 4 fémeas) com nimero diploide de 40 cromossomos (14m +
26sm). J& os machos apresentaram uma quantidade maior de metafases (72 metafases analisadas de
6 machos) com numero diploide de 39 cromossomos (14m + 25sm). Com isso, concluimos que 0s
exemplares desta populacdo pertencem ao cariomorfo D, o qual apresenta sistema de cromossomo
sexual (X1X1X2X2/X1X2Y), de acordo com a descri¢do de Bertollo et al., (2000). O bandamento C
demonstrou a presenca de heterocromatina nas regides centroméricas e pericentroméricas em
grande parte dos cromossomos.
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Figura 3- Cariomorfo D de H. malabaricus do Rio Capanema, Realeza/PR. a) cariomorfo de um
macho, analise com giemsa; b) sequencial de banda C do macho; c) cariomorfo de uma fémea,
analise com giemsa; d) sequencial de banda C da fémea. Barra = 10 um.

De acordo com dados de Vicari et al. (2006), duas populacbes de Hoplias
malabaricus analisadas nos municipios de Nova Prata do Iguagu e Palmeira, pertencentes a bacia do

Rio Iguagu no Parana, apresentaram mesmo numero diploide, formula cariotipica e auséncia de
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cromossomos sexuais diferenciados, sendo este o cariomorfo A (2n=42), diferentemente dos
resultados observados nas populagdes analisadas neste trabalho. Lemos et al. (2002) encontraram
na regido do Primeiro Planalto na bacia do Rio Iguagu o cariomorfo B (2n=42 cromossomos com
um sistema de cromossomos sexuais simples XX/XY). Estudos anteriores em populagdes de H.
malabaricus do Rio Iguagu mostrou que o cariomorfo mais amplamente distribuido na bacia é o
cariomorfo A, de acordo com Gemi et al. (2014).

Estudos de Bertollo et al. (1997a) registraram a ocorréncia do cariomorfo D em uma
populacdo natural de H. malabaricus da bacia do Alto Rio Parana, com fémeas apresentando 2n=40
cromossomos e machos com 2n=39 cromossomos e um sistema de cromossomos sexuais maltiplos
X1 X1 X2 X0/ X1 X2Y, respectivamente. Estes dados mostram que, como observado em outras regides
brasileiras, cariomorfos diferentes sdo encontrados para a espécie H. malabaricus.

De acordo com os dados obtidos neste trabalho, os espécimes de H. malabaricus analisados
apresentaram as caracteristicas cromossémicas de numero diploide, presenca de um sistema de
cromossomos sexuais multiplos e férmula cariotipica que se assemelham ao cariomorfo D do
complexo de espécies H. malabaricus descritos por Bertollo et al. (2000), e que nunca haviam sido
demonstradas abaixo do Rio Parana.

CONCLUSOES

Os espécimes analisados apresentaram caracteristicas cromossémicas relacionados a um
namero dipldide, auséncia de um sistema de cromossomos sexuais e cariotipo férmula que se
assemelham ao cariomorfo D do grupo H. malabaricus descrito por Bertollo et al. (2000). O
cariomorfo D encontra-se no Alto Rio Parand, sendo a primeira vez que este esta sendo registrado

abaixo do Rio Parana, que se estende desde Foz do Iguacu até o litoral sul do Uruguai.
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