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“Aprender é a Unica coisa que nunca se

cansa, hunca se tem medo e nunca se arrepende.”
Leonardo da Vinci
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Resumo

A citogenética consiste em estudos do numero cromossémico como também
das formas cromossOmicas. Existem técnicas para visualizacdo dos cromossomos
obtidos através de metafases. Essas técnicas podem ser convencional com Giemsa
elou coloracdo diferenciais de Regides Organizadoras de Nucléolos e Banda C. A
variabilidade cariotipica em peixes mostra a necessidade de se analisar
sistematicamente 0s seus grupos. Sendo assim, 0 objetivo deste trabalho foi
caracterizar citogenéticamente o Teledsteo Hoplias malabaricus capturados na
Regido do médio rio Paraguacu. Essa andlise foi realizada através de coletas em
Tupiacu distrito de Cabaceiras do Paraguacu. Foi sistematizado o numero cariotipo
de Hoplias malabaricus de 2n=40, encontradas Regides Organizadoras de Nucléolos
na regido telomérica dos cromossomos. Esses resultados corroboram com outros
estudos, os quais mencionam que Hoplias malabaricus constitui-se em um complexo
de espécie, com cinco cariotipos diferentes, variando de 2n=39 a 2n=42. E assim,
faz-se necessario uma revisdo taxonémica da espécie, ja que dados morfolégicos e
citogenéticos afirmam que possa existir varias espécies cripticas dentro de uma

Unica classificacdo taxonémica.

Palavras- Chaves: Erythrinidae, cromossomos e espécie criptica.



Abstract

Cytogenetics is the study of chromosome number as well as ways
chromosome morfology. There are techniques for visualization of chromosomes
obtained from metaphases. These techniques can be with conventional Giemsa and /
or differential staining Nucleolar Organizer Regions and C. Banda. The karyotypic
variability in fish shows the need to systematically analyze their groups. The goal of
the present work was to characterize cytogenetically H. Malabaricus. This analysis
was performed using samples in Tupiacu district of Cabaceiras do Paraguacu. It was
systematized the number karyotype of H. malabaricus 2n = 40, found Nucleolar
Organizer Regions in the telomeric region of chromosomes. These results
corroborate other studies, which mention that H. malabaricus is in a complex of
species, with five different karyotypes ranging from 2n = 39 to 2n = 42. And so it is
necessary a taxonomic revision of the species, since morphological and cytogenetic

say there may be several cryptic species within a single classification.

Key Words: Erythrinidae, chromosomes and cryptic species.
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1. Introducéo

Os cromossomos de vertebrados tém sido desde longa data objeto de
interesse de pesquisas, as quais procuraram aperfeicoar diferentes métodos e
técnicas de obtencdo e analise (Kasahara, 2009). A maneira para conseguir
cromossomos dos organismos pode ser através da citogenética. Esta técnica
consiste em verificar o nUmero cromossomo das espécies em estudo, como também
determinar a morfologia cromossémica. Para isso, lanca-se mdo de metodologias
para visualizagdo dos cromossomos, como coloracao convencional por Giemsa, Ag-
NORs (coloracao por nitrato de prata) e outras coloracdes diferenciais.

Os peixes apresentam uma grande diversidade de formas caridtipas que
incluem variagcdes no numero e forma cromossémicas, presenca de cromossomos
supranumerarios € Cromossomos sexuais, e provaveis polimorfismos
cromossOmicos.

Segundo Martins (2006), a pesquisa dos cromossomos constitui uma
poderosa ferramenta que pode contribuir para a obtencdo de respostas para muitas
davidas relacionadas com a biogeografia, evolu¢do, estrutura cromossémica e
organizacdo do genoma dos peixes.

Nos ultimos anos, os trabalhos de citogenética de peixes tém se expandido
significativamente, superando a fase de simples identificacdo do nuamero e
morfologia dos cromossomos, passando a abordar aspectos populacionais, em que
se analisam tipos distintos de polimorfismos. A variabilidade cariotipica verificada
nesses estudos revela a necessidade de analisar sistematicamente grupos naturais
de peixes, levando em conta sua distribuicdo geografica e utilizando ao maximo as
facilidades de técnicas genéticas e metodologias disponiveis. Sendo assim, 0s

trabalhos de citogenética de peixes é um campo que requer maior exploracgao.



2. Justificativa

2.1 Importancia Econémica da Pesca

A atividade pesqueira para exploragdo de recursos em aguas continentais é
geralmente realizada por comunidades ribeirinhas. Esse recurso pesqueiro, em
muitos casos séo fontes de rendas e base para alimentacéo (Hilsdorf, et al. 2006). O
entendimento da estrutura genética populacional de uma dada espécie € importante
para a conservacao de recurso biolégico aquéatico, pois permite o conhecimento das
diferencas genéticas geradas por processos anteriores e suas relagbes com as
diferencas adaptativas das populagdes. Ainda de acordo com Hilsdorf et al. (2006), a
exploracdo indiscriminada de um estoque pesqueiro pode comprometer varias
populacées de uma mesma espécie. O conceito de estoque de pesca defini-se como
um grupo de peixes da mesma espécie, habitando uma mesma &rea e que estdo

dentro da faixa etaria (ou de tamanho) permitida para serem pescados.

As preocupacfes e acdes referentes aos impactos sobre a diversidade nos
ecossistemas aquaticos estdo muito mais relacionadas a percepcdo do desaparecimento de uma
dada espécie do que a diminuicdo da diversidade genética da espécie. A depauperacdo da
variabilidade genética dentro e entre populagdes pode ser um componente decisivo para a
sobrevivéncia de uma espécie a médio e longo prazo. A habilidade de uma espécie de se adaptar as
constantes modificacbes do meio ambiente depende em grande parte do nivel de diversidade

genética encontrada na mesma (Solé-Cava, 2001).

Segundo Hilsdorf et al. (2006), a pesca pode afetar a composi¢do ou mesmo
a variabilidade de uma espécie, uma das questdes importantes para 0 manejo de
estoques estd relacionada a identificacdo correta da espécie que estd sendo
capturada. A relevancia disto reside no fato de que registros de desembarque para
estimativa de biomassa e cotas de captura podem ser sub ou superestimados, em
razdo da existéncia de espécies cripticas, isto €, espécies diferentes que por
semelhancas fenotipicas séo incluidas sob um mesmo taxon. Muitas vezes a analise
genética destas espécies pode levar a considera-las como estoque de uma mesma
espécie, ou de espécie diferente.

O grau de diferenciacdo genética em organismos aquaticos depende de
véarios fatores que levam as populagbes a homogeneidade ou heterogeneidade. O

estudo do fluxo génico entre as populacbes, por exemplo, esclarece em ultima



instancia, o quanto as popula¢gdes podem estar em conexdo genética ou isolada ao
longo de suas historias.

A avaliacdo da organizacdo genética de uma espécie distribuida em uma ou
varias bacias hidrograficas, determina a intensidade com que o fluxo génico entre
suas populagdes vem ocorrendo. Se a troca de genes entre estas populagdes tem
sido limitada e uma determinada espécie esteja sobre pesca predatoria, a
possibilidade de sua recuperacdo genética pela migracdo é pequena e a chance de
colapso da pesca dessa espécie em determinada regido geografica pode ocorrer
devido ao evento de extingéo.

Por ocupar uma posicdo basica na filogenia dos vertebrados e constituir
quase a metade desse grupo; estar distribuido em uma enorme diversidade de
habitats e por apresentar uma seérie de peculiaridades citogenéticas, 0s peixes
constituem um grupo ideal para investigacdo de problemas evolutivos (Nirchio,
2006). Estudo genético em peixes de agua doce tem sido conduzido por diversos
grupos de pesquisas no Brasil elucidando varios aspectos da caracterizacao
cromossOmica, processos de hibridizacdo, conservacdo genética, sistematica
molecular (Wasko et al. 2004).

Sendo assim, justifica-se a importancia deste trabalho com estudos genéticos
da espécie Hoplias malabaricus, para que se conheca melhor as populagdes locais e
evite seu esgotamento pesqueiro, ja que sua pesca ocorre no baixo Rio Paraguacu
pelas comunidades ribeirinhas da regido. Outra razdo para seu estudo citogenético
se deve a pequena amostragem no Estado da Bahia nessa area de pesquisa, tendo
em vista que em outros estados do Brasil jA foram realizados estudos cari6tipos

prévios com a especie.



3. Revisao de Literatura

3.1 Familia Erythrinidae

Erythrinidae é uma pequena familia de Characiformes, peixes de agua doce
que inclui trés géneros denominados Erythrinus (Scopoli, 1777), Hoplerythrinus (Gill,
1896) e Hoplias (Gill, 1903) com ampla distribuicdo geogréfica. Os eritrinideos séo
peixes que, em geral, possuem variacdes caridtipicas de interesse evolutivo (Bertollo
et al. 2000). Os trés géneros sao carnivoros, vivendo preferencialmente em
ambientes parados (Bertollo et al. 1997).

Segundo Morelli et al. (2007), a taxonomia e sistematica dos Erythrinidae nao
estd totalmente esclarecida, existindo varias dadvidas sobre suas relacoes
filogenéticas.

O género Hoplias se distingue dos outros dois géneros da familia Erythrinidae
por apresentar dentes caninos no maxilar e na por¢ao anterior do dentario, possuem
a nadadeira ventral com oito raios, e anal com 10 a 12 raios (Britski et al., 1988).
Esse género € composto por nove espécies, sendo elas: H. aimara (Valenciennes,
1847); H. brasiliensis (Agassiz, 1829); H .lacerdae (Miranda Ribeiro, 1908); H.
macrophthalmus (Pellegrin, 1907); H. malabaricus, (Bloch,1794); H. microcephalus
(Agassiz, 1829); H. microlepis (Gunther, 1864); H.patana (Valenciennes, 1847) e H.
teres (Valenciennes, 1847). No Brasil, sdo encontradas cinco espécies: H.

brasiliensis, H. lacerdae, H. macrophthalmus, H. malabaricus e H. microcephalus.

3.2 Taxonomia de Hoplias malabaricus

A espécie Hoplias malabaricus (Bloch, 1794), pertence a familia Erythrinidae,
e é conhecida popularmente como traira. Essa espécie € natural do Rio Paraguacu,
carnivora, de comportamento sedentario e com ampla distribuicdo na América do
Sul e Central. Em Hoplias malabaricus a linha dentéria converge na forma de “V”
invertido, possui lingua provida de placas 6sseas com dentes diminutos (Britski et al.
1988). (Figura 1).



10

2

o
AR W

2 3
e

Fig. 1 Hoplias malabaricus (Traira). Fonte: Analu Souza

De acordo com Morelli (1998), H. malabaricus apresenta o corpo cilindrico
com uma leve depressao lateral, possui nadadeira dorsal angular, cabeca bastante
longa, boca ampla e mandibulas proeminentes, com dentes fortes e cbnicos, com
presenca de caninos. Os olhos s&o circulares e estdo dispostos na metade proximal
da cabeca. A porgcédo dorsal da cabeca mostra-se mais escura do que a ventral,
assim como o restante do corpo, que varia desde marrom escuro passando a um
bege claro. Possui manchas marrons, dispostas perpendicularmente, com uma leve
inclinagdo em direcdo a cauda. Segundo Oyakawa (1998), gracas a esta coloracao,
a traira se camufla na vegetacdo para capturar suas presas. Na fase adulta
apresentam habitos sedentarios, tipicos de espécies ndo migratérias, ovos adesivos
e cuidados parentais (Lamas, 1993). Ocupam o topo da cadeia alimentar nos
pequenos cursos d’agua, predando outras espécies de peixes de menor tamanho,
inclusive de sua prépria espécie, crustaceos e moluscos (Kenny, 1995; Galvis et al.
1997; Brito, 2003). Apresentam habitos noturnos e, durante o dia, aninham-se em
locais com vegetacdo abundante (Sabino, 1998), atingem cerca de 60 cm de
comprimento e pesam em torno de 3 kg (Morelli, 1998).

A espécie H. malabaricus apresenta uma das maiores distribuicbes de peixes
characiformes da regido Neotropical (Maria, 2007) e estad presente no Continente
Americano, desde o sul da provincia de Buenos Aires (rio Salado) até o Panama
(Berra, 1981), diferentemente das demais espécies de Hoplias, que estdo restritas a
algumas pequenas areas. Segundo Oyakawa (2003), em sua recente revisdo
bibliografica de peixes de agua doce, sdo reconhecidas nove espécies para 0
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género Hoplias, mas sugere-se a existéncia de formas ainda ndo descritas, o que
reforca a idéia de uma situacéo taxonémica confusa para o taxon.

Segundo Maria (2007), outros autores consideram Hoplias malabaricus como
um conjunto de espécies, e ainda ha a necessidade de definicdo destas espécies.
Pesquisas realizadas por especialistas ndo chegaram a um consenso quanto a
taxonomia dentro do género Hoplias, o que existi € um conflito em relacdo ao
namero de espécie (Bertollo et al., 2000). Diversos estudos de citogenética
corroboram com estas duvidas taxondémicas, esses estudos mostram uma grande
diversidade cariotipica entre populacdes diferentes de H. malabaricus indicando a
ocorréncia de diferentes espécies escondidas. Espécies deste género tais como: H.
malabaricus, Hoplerythrinus unitaeniatus e Erythrinus erythrinus possuem diferentes
caridtipos (citétipos), facilmente caracterizada pelo nimero de cromossomos e
composicdo, bem como pela presenca de distintos sistemas de cromossomos
sexuais. Essas constatagdes podem levar, futuramente, uma revisdo taxonémica do
género Hoplias (Bertollo et al. 1997, Dergam et al. 1998; Dergam, 1990).

Vicari et al. (2005), sita uma recente revisdo do tédxon onde foram
identificados sete principais citétipos diferentes para esta espécie. Estas diferencas
entre os caridtipos evidenciam a ocorréncia de auséncia de fluxo génico. Com a
possibilidade de isolamento reprodutivo nas populacdes dessa espécie, surge um
caso de complexo de espécie, com varias espécies cripticas reconhecidas dentro de
um unico nome.

Hoplias malabaricus € uma espécie intensamente estudada no ponto de vista
citogenético (Bertollo et al., 1997). Analises populacionais de diferentes bacias
hidrograficas mostram uma diversidade cari6tipicas em termo de numero e tipo de
cromossomos em seus complementos dipléides. A emergéncia desses citotipos
poderia resultar, pelo menos parcialmente, do habito sedentario da espécie. Essa
caracteristica talvez induza a formacao de populacdes locais ou subpopula¢cdes com
pouca conexao por fluxo génico, como decorréncia de isolamento-por-distancia.
Portanto, seria de se esperar que populacdes de diferentes bacias hidrograficas

divergissem geneticamente (Bertollo et al. 2000).
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3.3 Aspectos Ecoldgicos de Hoplias malabaricus

3.4 Reproducéao

A atividade reprodutiva de Hoplias malabaricus é acentuada nos meses de
setembro e outubro quando o indice gonadossomatico (IGS) avaliado apresenta-se
maior (Barbieri, 1989). Seu periodo reprodutivo é variado de acordo com fatores
ambientais como: periodos de inundacdo, de chuva, seca, altas temperaturas, e
variaveis regionais (Prado et al. 2006).

A espécie também possui desova parcelada, com fertilizacdo externa,
confirmada pela alta frequéncia de individuos semi-desovados. Essa € uma
caracteristica de peixes tropicais, com desenvolvimento assincrénico dos ovaocitos.
Para as trairas esse é um comportamento adaptativo que evita a competicdo pelo
local de desova e alimento para as larvas. E, além disso, pode ser considerada
como estratégia de manutencao da espécie (Barbieri, 1989).

As melhores condi¢cdes alimentares para H. malabaricus s&o as que
antecedem a reproducéo e durante a reproducdo. Nesse periodo, hd um aumento da
producdo de sintese protéica. Seu crescimento é mais rapido nos dois primeiros
anos, antes de atingir o tamanho de primeira maturacdo gonadal. A diminuigdo da
velocidade de crescimento é decorrente da demanda de nutrientes para a formacgéao
dos gametas nos individuos adultos e dos gastos energéticos no processo da
desova.

As fémeas de H. malabaricus podem alcancar de 141,0 mm até 230 mm do
seu tamanho corporal, em sua primeira reproducao (Barbieri, 1989). Os ovdcitos
maduros possuem diametro de 1,75 mm e seu numero varia de 6,446 a 14,131
(Aragjo-Lima, 2001).

Outro aspecto que também tem gerado controvérsias nas analises
populacionais de peixes tropicais com desova parcelada € a validade do método da
leitura de anéis etarios em escamas (Barbieri, 1989). Nas espécies de trairas a
formacao dos anéis ocorre no periodo reprodutivo e os mesmos sao decorrentes de

um retardamento no crescimento em comprimento.
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3.5 Desova e Cuidado Parental

Guardar os ovos € a forma mais comum de cuidado parental entre os peixes
(Clutton- Brock, 1991). E majoritariamente na espécie Hoplias malabaricus, somente
um dos genitores esta envolvido nesse comportamento de cuidado parental.

Na familia Erythrinidae o cuidado com a prole encontra-se com maior
frequéncia entre os machos do que entre as fémeas (Prado et al. 2006). O
percentual € de 61% contra 39%, e o cuidado biparental ocorre com menos de 25%
na familia (Gross, 1981). Os principais beneficios com o cuidado parental para os
Erytinideos sdo a reducdo da predacdo dos ovos e com issO 0 aumento da
eclodibilidade dos mesmos (Baylis, 1981).

Para Hopplias malabaricus o cuidado parental feito pelos machos, os quais
foram observados perto dos ninhos por dias apos a desova, protegendo os ovos de
sua espécie de outros peixes. A fertilizacdo externa prevalece devido a marcacao de
territdrio. A presenca de multiplas e parceladas desovas € importante na evolugcao
do cuidado parental por machos. Pois, assim sua atividade de cuidado € facilitada.
Machos territorialistas sdo importantes para defender o territério de desovas de
outros peixes, e de outras fémeas de H. malabaricus (Prado et al. 2006).

As espécies da familia Erythrinidae séo caracterizadas pela fertilizacdo
externa, construcao de ninhos e protecao aos ovos realizada pelos machos (Blumer,
1982). Alguns estudos com a traira, mostram que as posturas ficam expostas no
ninho aberto e com pouca vegetacao circundante, sendo essa situagcdo comum para
essa espécie. Isto pode ser por pouca pressao de predadores. A protecdo dos pais,
profundidade do local dos ninhos protegem o0s ovos e as larvas dessa espécie da
predacao.

Os ovos da espécie H. malabaricus apresentam aderéncia. Nas larvas as
glandulas adesivas localizadas na cabeca fazem com que as mesmas permanecam
aderidas ao fundo do rio e/ou proximas umas das outras, essa € uma adaptacao
para evitar a dispersdo do ninho e evitar reducdo da protecdo parental. Esse
comportamento diminui a predagao (Araujo-Lima, 2001).

Com poucos dias da eclosédo dos ovos, as larvas de H. malabaricus nadam
com a bexiga natatoria inflamada, tem os olhos pigmentados, boca formada,
movimentos ondulatorios, desenvolvimento da nadadeira peitoral, intensa circulacao

sanguinea sub-epitelial, alimentacdo de micro-crustdceos. Com o0 inicio da
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alimentacdo exogena, as larvas se movimentam para encontrar alimentos e assim,
as glandulas perdem sua utilidade. A intensa vascularizagdo sob a epiderme das
larvas aumenta a eficiéncia das trocas gasosas, adaptacdo a condicOes de baixa

concentracdo de oxigénio dissolvido do meio ambiente.

3.6 Citogenética

Antes que Mendel, em 1865, publicasse suas observacbes sobre a
transmissao dos caracteres, os citologistas jA haviam mostrado que o nudcleo era
uma estrutura caracteristica de todas as células, que era capaz de formar novos
ndcleos por divisdo e que durante sua divisdo surgiam estruturas alongadas,
posteriormente denominadas cromossomos.

Um ano apds o trabalho de Mendel, Haeckel, em 1866, propunha ser o nlcleo
o principal agente da heranca (Guerra, 1988). Nos primeiros anos do presente
século foi proposta a teoria da heranca cromossémica, baseada nas leis
mendelianas da heranca, redescobertas em 1900 por Correns, de Vries e
Tschermak. Desde essa época a Citogenética e a Genética passaram a superpor 0s
seus conhecimentos numa area comum, mais tarde denominada Citogenética.
Atualmente, a Citogenética compreende todo e qualquer estudo relativo ao
cromossomo isolado ou em conjunto, condensado ou distendido, tanto no que diz
respeito a sua morfologia, organizacao, funcdo e replicagdo quanto a sua variagéo e
evolugao.

O 6vulo fecundado sofre divisbes sucessivas, dando origem as células
animais. Estas divisdes formam células filhas idénticas, cada uma delas contendo
um conjunto de cromossomos idénticos herdados da célula mé&e no processo de
mitose. Exceto na primeira divisdo do zigoto, todas as células crescem para alcancar
um tamanho que seja o dobro do inicio da divisdo. E neste processo de mitose o
namero de cromossomos é duplicado e todos os conjuntos duplicado se movem
sobre um conjunto de microtibulos para um polo da célula que se divide (Nirchio,
2006).

Cada cromossomo metafasico € sempre formado por duas subunidades
paralelas (cromatides) cada uma das quais constituidas por um unico fio de DNA,

associado a proteinas e RNA, denominado cromonema (Guerra, 1988). As
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crométides se encontram presas entre si por uma regido mais delgada e fracamente
corada chamada constricdo primaria ou centrébmero. O centrémero divide a
crométide em dois segmentos (bracos cromossdémicos). Menos frequentemente o
centrébmero se situa em um dos extremos da cromatide, resultando na formacéo de
um unico brago cromossémico por cromatide. A extremidade livre de qualquer brago
cromossOmico & denominada telémero.

Em um ou poucos cromossomos do conjunto cromossémico de cada espécie
aparece outra constricdo da cromatide, tdo fracamente corada quanto o centrémero,
conhecida como constricdo secundaria. O segmento cromossdémico situado entre a
constricdo secundaria e o teldomero € denominado satélite. Do ponto de vista
funcional, as trés regides cromossOmicas que merecem maior atencdo S&o o
centrbmero, a constricdo secundaria e o telébmero.

A descrigcdo das caracteristicas do conjunto, do ndmero, tamanho e forma de
cada tipo de cromossomo de uma espécie é conhecida como cariétipo (Guerra,
1988). Uma caracterizacdo clara e precisa do cariotipo de uma espécie € de
fundamental importancia quando se quer comparar citogeneticamente espécies
diferentes ou examinar a variacdo entre individuos da mesma espécie. A
representacdo do cariotipo pode ser feita na forma de cariograma construido a partir
da fotografia ou de um desenho detalhado de uma metadfase em que todos os
cromossomos estdo bem corados e individualizados. Esses cromossomos Sao
recortados e os homologos sdo emparelhados e enumerados dentro de uma
determinada ordem (do maior para 0 menor).

As caracteristicas mais evidentes do cariétipo sédo a posicdo do centrdbmero o
que determina a morfologia, o numero e tamanho dos cromossomos (Nirchio, 2006).

No estagio de metafase, os cromossomos se encontram alinhados em um
plano mediano da célula, formando a chamada placa metafasica. Durante a
metafase, os cromossomos sdo mais facilmente analisado devido & sua maior
contracdo e individualizacdo. A observacdo € grandemente aumentada quando se
aplicam substancias antimitoticas as células em divisdo. Essas substancias ligam-se
as proteinas (tubulinas) que formam as fibras do fuso acromatico, impedindo sua
polimerizacdo e consequentemente suprimindo a formacdo das fibras, ou ainda
inativando os fusos ja formados. As células assim tratadas sdo denominadas
c-metafases e se caracterizam por apresentarem cromossomos metafasicos bem

separados (Guerra, 1988).
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Ainda segundo Guerra (1988) alguns segmentos cromossémicos mantém-se
altamente condensados no DNA durante todo o ciclo nuclear. Essa regido de alta
condensacéao reflete a existéncia de um dos dois tipos de cromatina, denominada
Heterocromatina. A heterocromatina € um componente do material hereditario bem
distinto e com condensacao compactada. Uma das suas principais caracteristicas é
a auséncia de atividade génica. Em geral, cada cromossomo eucariotico possui
apenas uma pequena fracdo de heterocromatina, embora possam também ser
inteiramente eucromatico ou inteiramente heterocromatico.

Os genes que possam estar localizados nessa regido estdo
permanentemente bloqueados. O bloqueio da transcricdo desses genes associa-se
ao estado condensado da heterocromatina. Outra caracteristica da heterocromatina
muito marcante é a replicacdo tardia do DNA. Isto é, a heterocromatina inicia a sua
replicacdo depois da eucromatina, caracteristicamente no final da fase S. Guerra,
(1988) ressalta ainda que a fracdo heterocromatica seja um dos pontos criticos na
citogenética atual.

A visualizacdo da heterocromatina foi possibilitada pelo desenvolvimento de
técnica diferencial de coloragdo em qualquer fase do ciclo cromossémico. O
reconhecimento dos cromossomos individualmente ocorre geralmente na metéafase,
e nesse estagio todo o cromossomo, excec¢do das constricdes, mostra-se igualmente
corado, ndo permitindo a visualizacdo dos blocos de heterocromatina (Guerra,
1988).

As bandas de Ag-NORs podem ser visualizadas por um método de passo
anico segundo o protocolo de Howell e Black (1980). Esta técnica baseia-se na
afinidade do nitrato de prata pelas proteinas nucleolares, as quais, provavelmente
persistem na regido de constricdo secundaria durante todo o ciclo celular. Permitindo
corar 0s nucléolos em interfase e tais regides em cromossomos metafasicos.

A utilizagdo dessa técnica para detectar Ag-NORs é util, visto que a coloracéo
convencional com Geimsa, ndo localiza essa constricdo secundaria associada ao

nucléolo e situada na extremidade terminal dos cromossomos (Guerra, 1988).

4. Objetivo Geral
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Caracterizar citogenéticamente populacbes de Hoplias malabaricus,

capturadas na regido do médio rio Paraguacu.

4.1 Objetivos Especificos

Criar um banco de tecidos de Hoplias malabaricus capturadas na regidao do médio
rio Paraguacu.

Comparar as caracteristicas citogenéticas encontradas com o0s citotipos ja
encontrados para a espécie na Bacia do Rio Itapicuru e Contas e na Bacia do Rio

Adjacente em Ponta Grossa, sul do Brasil.
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5. Material e Métodos

5.1 Consideracdes Gerais sobre a Area de Estudo
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Fig. 2 Mapa da Bahia com destaque para o Reservatorio de Pedra do Cavalo (Foto:
SRH) e imagem aérea do Reservatoério (Imagem: Google Mapas).

A Bacia Hidrografica do Rio Paraguagu compreende 22 municipios
pertencentes a Chapada Diamantina, com uma &rea de 12.860 Km?, apresentando
0S seguintes limites naturais: ao Norte (N): Bacias dos Rios Sao Francisco e
Itapicuru: ao Sul (S): Bacias dos Rios de Contas, Jiquirica e Jaguaribe; ao Oeste
(W): Bacia do Rio Séao Francisco; ao Leste (E): Bacias dos Rios Pojuca, Inhambupe
e a Baia de Todos os Santos (foz).

O Alto Curso do Rio Paraguacu tém suas nascentes no municipio de Barra da
Estiva, na Serra do Sincora, nas Fazendas Farinha Molhada, Paraguacu e Brejoes,
a aproximadamente 1.200 metros de altitude em relacdo ao nivel do mar. O Rio
Paraguacgu toma a dire¢do norte, atravessando os municipios de Ibicoara, Mucugé e
Andarai; nesse trecho, recebe os Rios Riachdo (Ibicoara), Rio Preto (Mucugé) e
Bahiano (Andarai) mudando a direcao para leste, até cerca de 5 Km a jusante de

Andarai, quando recebe o Rio Santo Antbnio, seguindo a dire¢cdo do seu curso para
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leste, onde inicia o seu Médio Curso, até desembocar na Baia de Todos os Santos.
Localizado na regido Centro - Oeste do Estado da Bahia, entre as coordenadas de
11°17'S e 13°36'S de latitude sul, e 38°50'W e 42°01'W de longitude oeste.

A Barragem de Pedra do Cavalo esta situada no Baixo Rio Paraguacu, sua
importancia para o Reconcavo Baiano caracteriza-se por sua disponibilidade hidrica
de 4,5 bilhdes de m*® de agua doce. A localizacdo dessa barragem é estratégica, a
30 km do campus da Universidade Federal do Recéncavo da Bahia em Cruz das
Almas e a 100 km da capital Salvador.

Um total de 36 Individuos foram amostrados em cinco expedi¢des de coleta.
Foram realizadas quatro expedicbes em Tupiagu distrito de Cabaceiras do
Paraguacu, com as seguintes coordenadas geograficas: Lat. 12 32' 48,48"S e Long
39 18' 14,43" W, e uma coleta na Represa do rio Paraguacu na localidade Anijilin:
Lat. 12 32" 43,67" S e Long 39 17’ 3,94” W. Os espécimes adquiridos foram
transportados em um balde com bombas de oxigénio para aeracao e levados para o
laboratério de Ictiogenética da Universidade Federal do Recbncavo da Bahia. No
laboratério foram colocados em um aquario e/ou num tanque com aeracdo constante

até o momento da preparacao citogenética. (Figura 3).

Fig. 3 Espécimes de trairas, Fonte:Analu.

No laboratorio, os espécimes foram pesados e medidos com paquimetro. De
cada espécime foram retirado 1 ml de sangue da coluna vertebral, na regido pos-
anal e armazenados em tubos tipo “Eppendorf” devidamente etiguetados com o0s

nameros de cada espécime, com a finalidade de futuros estudos genéticos.
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Fig. 4 Montagem da Bancada para preparacdes citogenéticas

Para as preparacdes citogenéticas foi feito um corte na regido da nadadeira
caudal até a regido proxima ao opérculo, com o objetivo de coletar parte do tecido
da endoderme, coracao, figado, que foram conservados em &alcool, e rim na porgéo
cefalica e posterior. A retirada de células renais tem como fundamento a obtencgéo
de placas metafasicas da mitose. Para isso, o tecido do rim é colocado na solucao
de Hank’s, adicionado a duas gotas de colchicina, de concentracdo 0,02%, numa
placa de Petri, levado a estufa 27, posteriormente acrescenta-se 6 ml de KCl e

dessa forma € seguido o protocolo (Foresti et al., 1981).

Fig. 5 Laminas com coloragéo de GIEMSA

Apbs o término do protocolo, foram preparadas laminas para serem pingadas
com duas gotas do material para obtencao de metafase. (Fig. 6). As mesmas foram
coradas com solucao de Giemsa e Nitrato de Prata apés 24 horas de pingadas. Os
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espécimes estudados foram identificados com etiquetas enumeradas e conservados
em formol, para compor a colecdo de peixes do Laboratério de Ictiogenética da Prof.
Dra. Soraia Aguiar Fonteles, NEPA-UFRB.

6. Resultados

Os espécimes tiveram uma variagdo no peso, com media de 278,29 g; e um
comprimento medio de 27,95 cm. Os numeros dipléides encontrados dos espécimes
de Hoplias malabaricus trabalhados foram 2n=38, 2n=39, 2n=40 e 2n=42. A maioria
dos espécimes apresentou o caridtipo de 2n=40, sendo este o numero diploide
abundante nesta populacéao. (Fig. 7).

Os cromossomos apresentaram-se com morfologia tipica de metacéntrico e
também submetacéntrico, segundo a formula 20m + 20sm. Esta formula é usada
convencionalmente para determinar a morfologia dos cromossomos. E a sua
determinacdo é baseada na proporcdo do braco longo cromossdmico. Quando o
braco longo apresenta tamanho de 1,0 a 1,7 cm é denominado metacéntrico (m). E
apresentando tamanho de 1,71 a 3,0 é considerado submetacéntrico (sm).

As Regifes Organizadoras de Nucléolos (RONs) foram identificadas na regido

telomérica e sdo multiplas. (Fig. 8).
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Fig. 7 Cariotipo H. malabaricus 2N= 40, corados por Giemsa
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Fig. 8 Metafase de Hoplias malabaricus evidenciando marcacdo de Regibes

Organizadoras de Nucléolo. Coloracao por nitrato de prata.

7. Discussao

Os resultados encontrados para os numeros diploides de 2n=38, 2n=39,
2n=40 e 2n=42 corroboram com a hipdtese de revisdo taxondmica da espécie,
devido a ocorréncia de varios cariotipos diferentes encontrados em outras
pesquisas. Segundo Bertollo et al. (1997), andlises populacionais mostraram
diversidade de cariomorfos, em termos de numeros e tipos de cromossomos em
diferentes bacias hidrograficas. Varios caridtipos foram identificados em H.
malabaricus, o que sugere que a espécie deve ser considerada como um complexo
de espécies (Jacobina, 2009). O numero dipldide de 2n= 40 também foi amostrado
no rio de Contas- Sudeste da Bahia, sugerindo um cariomorfo simpatrico para H.
malabaricus (Jacobina, 2009).

As formas de cromossomos metacéntricos tém sido amostradas em outros
trabalhos. O primeiro par de cromossomos € caracterizado por um tamanho maior,
enquanto os pares restantes apresentam uma diminuicdo progressiva no tamanho
(Bertollo et al. 2000; Jacobina, 2009).

As andlises encontradas referentes a Ag-NORs identificam-se com outras
pesquisas para essa coloracao diferencial. As Regides Organizadoras de Nucléolos
multiplas sdo assim determinadas porque estdo localizadas em pares de

cromossomos diferentes e também nas duas cromatides irmés. A localizagdo na
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regido telomérica pode ser uma provavel condicdo de sinapomorfia para este grupo
de peixe (Vicari et al. 2006). Segundo Born (2006), Jacobina (2009), H. malabaricus
€ um grupo de peixes que possui sistema Ag-NORs multiplo localizado na regiéo
telomérica dos distintos pares de cromossomos.

A Regido Organizadora de Nucléolo (Ag-NORs) é constituida por multiplas
copias de genes ribossomais (18S, 5,8S e 28S), sendo, portanto, sitios de
transcricdo do DNAr (Nirchio, 2006). Estes sitios podem estar localizados em
somente um par de cromossomos ou distribuidos em varios cromossomos do
complemento. Para a espécie em estudo, as Ag-NORs mudltiplas podem representar
uma variacdo na expressdo diferencial de algum DNAr. Portanto, pode também
representar reais diferencas cariotipicas (Vicari et al. 2006).

O meétodo mais empregado para obterem-se as posicdes de RONs é a
coloragdo com nitrato de prata. Para essa coloracdo ser satisfatéria a cromatina
nucleolar deve estar descondensado (Constricdo nucleolar). Nessa constricdo ocorre
atividade de transcricdo previa, pois nessa regido 0S Cromossomos hao estdo
condensados. Estudos sobre RONs tem mostrado que sua localizacdo é espécie-

especifica para varios grupos de peixes (Nirchio, 2006).

8. Concluséao

A populacdo de Hoplias malabaricus estudada no presente trabalho foi
caracterizada citogenéticamente com o numero diploide variando de 2n=38 a 2n=40.
Esse caridtipo mostra que essa populacdo de H.malabaricus € também uma espécie
criptica. Esse complexo de espécie foi também verificado em outras bacias
hidrograficas dos estados brasileiros. Esse taxon requer uma revisdo taxondémica
mais cuidadosa, com possibilidade de separar em nomenclaturas diferentes, as
espécies escondidas que sao identificadas com a mesma definicao.
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