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Resumo

A espécie Hoplias malabaricus, popularmente conhecida por traira, € amplamente distribuida na
regido Neotropical. Sdo peixes detentores de uma grande variabilidade em numero e estrutura
cromossdmica, sendo caracterizados pela presenca de sete cariomorfos em suas populagfes. O
objetivo deste trabalho foi caracterizar citogeneticamente duas populacbes de H. malabaricus da
bacia do Madeira, a fim de verificar possiveis variagdes cromossémicas e/ou ocorréncia de novos
cariomorfos. Um total de 14 individuos foram coletados em dois igarapés da bacia do rio Madeira,
na cidade de Porto Velho: o Igarapé que se localiza nos limites do Campus José Ribeiro Filho da
Universidade Federal de Rondb6nia (N=7) e o igarapé Belmont (N=7). Observamos variacdes
cariotipicas nos individuos das duas localidades. Os individuos coletados no igarapé Belmont
apresentaram 2n=39 cromossomos metacéntricos nos machos e 2n=40 nas fémeas, dos quais, 38 sdo
metacéntricos e o segundo par é submetacéntrico (38m + 2sm) e apontam para a ocorréncia de um
novo cariomorfo (D) para a bacia do Rio Madeira. Os individuos do igarapé da Unir mostraram
2n=40, sendo 28 metacéntricos e 12 submetacéntricos para ambos 0s sexos e um aparente sistema de
cromossomos sexuais XX/XY, mostrando maior similaridade com o cariomorfo C. Esses resultados
mostram ocorréncia de trés cariomorfos para a bacia do rio Madeira.

Palavras-chave: Citogenética, Traira, Belmont, Amazonia.

Introducgéo

Hoplias malabaricus (Bloch, 1794), conhecida popularmente por traira, € uma espécie de peixe
da familia Erythrinidae, ordem Characiformes, que apresenta uma das maiores faixas de distribuicdo
dentre os peixes de agua doce (Berra, 2007), amplamente distribuida nos rios da bacia amazénica e
em toda regido Neotropical (Oyakawa & Mattox, 2009). Na bacia do rio Madeira, sua ocorréncia é
descrita ao longo de todo trecho entre a foz do rio Mamoreé a foz do rio Madeira, estando presente em
diferentes habitats que vao de lago a corredeiras, sendo, porém, mais abundantes em ambientes
Iénticos (Oyakawa et al., 2013).

Apresentam um corpo cilindrico com manchas distribuidas ao longo do mesmo, podendo medir
até 40 cm de comprimento, apresentam dentes conicos, nadadeira caudal arredondada e dorsal com
13 a15raios (Santos et al., 2006). Uma caracteristica distintiva de H. malabaricus em relacéo a outras
espécies de Hoplias é que a sua linha dentaria converge em forma de “V” com o vértice apontando
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para a sinfise mandibular (Oyakawa & Mattox, 2009). Normalmente Hoplias malabaricus é
considerado uma Unica espécie nominal, entretanto, alguns autores o consideram um complexo de
espécies com necessidade de revisdo taxonémica (Bertollo et al., 2000; 2004; Oyakawa & Mattox,
2009; Santos et al., 2009).

Estudos citogenéticos com H. malabaricus se iniciaram com Bertollo et al. (1979) e, desde o
principio, tem se mostrado um grupo bem heterogéneo. Esse e outros trabalhos realizados em
diferentes bacias hidrograficas da América do Sul, evidenciaram formas cariotipicas distintas entre
as populagdes, com variagdes quanto ao numero diploide (2n= 39/40 a 42), morfologia e
presenca/auséncia de sistemas de cromossomos sexuais heteromorficos (Bertollo, 1983; Ferreira et
al., 1989; Dergam & Bertollo, 1990; Lopes & Fenocchio, 1994; Scavone et al., 1994; Bertollo et al.,
1997; Lopes et al., 1998; Born & Bertollo, 2000). Estudos posteriores com a espécie, concentraram-
se em entender diversificacdo do grupo e as relagdes evolutivas entre os cariomorfos, no entanto,
novas variagdes cariotipicas foram identificadas (Born & Bertollo, 2006; Santos et al., 2010; Vitorino
et al., 2011), como por exemplo, a unidade evolutiva independente de trairas do Médio Araguaia
(Vitorino et al., 2011).

Bertollo et al. (2000) classificaram as varia¢6es cariotipicas encontradas nos estudos anteriores
em sete cariomorfos (A-G) e os dividiu em dois grupos, o primeiro com os cariomorfos A, B, C,D e
0 segundo com os E, F e G. Os cariomorfos A e C sdo os mais difundidos na regido Neotropical,
principalmente nos rios da bacia Amazoénica, onde também ja foram encontrados E, F e G. Os
cariomorfos B, D e E tém ocorréncia mais restrita ao alto rio Parand, rio Doce e Trombetas,
respectivamente.

Para a bacia do rio Madeira foram realizados dois estudos citogenéticos com H. malabaricus
(Bertollo et al., 1997; Bertollo et al., 2000), nos quais foram descritas caracteristicas cromossdmicas
que os agrupou aos cariomorfos C e G, mostrando diversidade cariotipica nos representantes dessa
bacia hidrografica. Tendo em vista a ocorréncia abundante dessa espécie na bacia do rio Madeira, 0s
poucos estudos citogenéticos da espécie nesta bacia e auséncia de consenso acerca da taxonomia
desse grupo, fica evidente a importancia de estudos para identificacdo das variagdes cromossémicas,
sejam elas em relagdo ao numero diploide ou a macroestrutura cromossémica, o que poderia indicar
novos cariomorfos.

Diante do exposto, 0 objetivo deste trabalho foi caracterizar, citogeneticamente, duas
populacdes de H. malabaricus da bacia do Madeira, a fim de verificar possiveis variacdes
cromossémicas e/ou ocorréncia de novos cariomorfos, gerando informacGes sobre a diversidade
genética da espécie.

Material e Métodos
Coleta do material bioldgico e area de estudo

As coletas de H. malabaricus foram realizadas sob a licenga do SISBIO N° 49925-1, em dois
igarapés da Bacia do rio Madeira, ambos na cidade de Porto Velho (Figura 1): o lgarapé que se
localiza nos limites do Campus José Ribeiro Filho da Universidade Federal de Ronddnia, referido
nesse estudo como Igarapé da UNIR (8°50°5”’S 63°56°39”°0). Sua nascente localiza-se proximo ao
Aterro Sanitario Municipal e desagua no igarapé Mato Grosso onde completa seu curso em direcao
ao rio Madeira (Costa e Malagutti-Filho, 2008). O igarapé Belmont é um dos principais afluentes do
Rio Madeira, sua localizacéo fica ha aproximadamente 30 km da cidade de Porto Velho, no final de
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uma estrada de acesso (estrada do Belmont), que se inicia no Bairro Nacional (08°38°33.7”S,
63°50°58.5”0).
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Figura 1. Mapa destacando os pontos onde foram coletados os individuos de H. malabaricus, na bacia
do rio Madeira, Porto Velho, Rond6nia. Ponto em verde indica o Igarapé da UNIR e em vermelho o
Igarapé Belmont. Elaborado por Marcela Oliveira.

As coletas foram realizadas em periodo noturno, utilizando redes de arrasto e puca. Os
individuos foram levados vivos para o Laboratorio de Genética Molecular Prof. Dr. Bernardo
Beiguelman (LABGEMBB) - Departamento de Biologia- UNIR, e mantidos em aquarios aerados
para coleta de tecidos e realizacdo das analises. Posteriormente os individuos foram identificados e
armazenados no LABGEMBB, até posterior depdsito e tombamento na colecdo de ictiofauna da
Universidade Federal de Rondonia.

Caracterizagédo cromossémica

Com intuito de estimular a divisdo celular e obter uma boa quantidade e qualidade de células
em metéfase, fizemos a inducdo de mitoses segundo Oliveira et al. (1988), injetando-se na regiao
dorso-lateral dos peixes, uma solucdo de fermento biolégico (0,59 de fermento biolégico, 0,5g de
dextrose e 15 ml de dgua destilada), na proporcdo de 1mL para cada 100g de peso. Apds 24 horas 0s
animais foram anestesiados com 6leo de cravo para obtencéo das preparacdes cromossoémicas a partir
de fragmentos do rim dos peixes coletados.

Para a obtencdo de cromossomos mitoticos foi utilizada a técnica de Gold et al. (1990). Os
fragmentos de rim foram transferidos para uma cubeta de vidro contendo 10 mL de meio RPMI e foi
realizada a dissociacdo do tecido com o auxilio de uma seringa de vidro desprovida de agulha, com
0 intuito de se obter uma solugdo homogénea. Em seguida foram acrescentados a solucéo, 380 pL de
colchicina (0,0125%) e a solucéo foi incubada na estufa por 27 minutos a 37 °C.

Depois do tratamento com colchicina, o material foi centrifugado por 10 min a 1200rpm. Em
seguida, o sobrenadante foi descartado, acrescentou-se 10 mL de solucdo hipotdnica KCI (0,075 M)
e incubou-se a preparacdo em estufa por 30 minutos a 37 °C. Ap6s o tempo de incubagéo, foi
acrescentado a solucdo 1 mL de fixador (3 partes metanol: 1 parte acido acético) e a mesma foi
centrifugada por 10 min/1200rpm. Em seguida o sobrenadante foi descartado e acrescentados 10 mL
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da solucdo fixadora, repetindo-se a centrifugacdo e posterior descarte do sobrenadante. Esse
procedimento foi realizado por mais duas vezes com troca do fixador. Por fim, adicionou-se 2 mL de
fixador novo e o material foi armazenado em microtubos de polipropileno para serem analisados em
laminas.

Para determinar o namero e morfologia dos cromossomos foi realizada a coloracédo
convencional por Giemsa 10% por 10 minutos. As laminas foram analisadas em fotomicroscopio
LEICA DFC295 e as melhores metafases foram fotografadas e estabelecido o nimero modal de
cromossomos a partir da contagem de cerca de 30 meté&fases por individuo. Os carittipos foram
montados com o programa Adobe Photoshop CC2015 e a nomenclatura dos cromossomos foi
estabelecida com base na posi¢ao do centromero de acordo com Levan et al. (1964).

Resultados

Foram coletados 14 exemplares de H. malabaricus, sendo sete do igarapé Belmont e sete do
igarapé da UNIR. Apesar do nimero minimo de metafases a serem contadas por individuo ser 30,
houveram alguns espécimes cujas suspensdes havia poucas células metafasicas e mesmo apds a
analise de varias laminas, esse nimero nao pode ser alcancado. Entretanto, para a maioria dos
individuos, foram contabilizadas 30 metéfases, quantidade suficiente para o estabelecimento do
namero diploide (Tabela 1).

Tabela 1. Quantidade de células analisadas, numero diploide modal e sexo dos individuos de H.
malabaricus do Igarapé Belmont e do Igarapé da UNIR (M=macho, F=fémea, NI=Nd&o identificado).
IGARAPE BELMONT

Nl]_mero de Ndmero de cromossomos Tgtal de
registro dos Sexo células
individuos 36 37 38 39 40
06 M 2 2 3 19 4 30
08 M 1 3 2 21 3 30
09 M 1 2 11 3 17
11 M 3 2 21 4 30
12 M 3 2 2 17 6 30
10 F 5 2 2 18 3 30
14 F 1 1 5 23 30
Total 6 14 14 112 46 197
% 305 711 711 56,85 23,35 100
IGARAPE DA UNIR
Namero de Namero de cromossomos Total de
registro dos Sexo !
individuos 36 37 38 39 40 células
26 M 1 2 1 7 11
18 M 2 2
16 F 3 2 3 2 20 30
25 F 3 4 1 3 19 30
17 F 1 9 20 30
24 F 2 1 15 18
27 N.I 2 2 17 1 11 16
Total 9 9 34 8 94 137
% 6,57 6,57 24,82 5,84 68,61 100

Os individuos coletados no igarapé Belmont apresentaram o niumero diploide modal igual a 39
cromossomos metacéntricos nos machos (2n=39m) e 40 nas fémeas, dos quais, 38 sdo metacéntricos
e 0 segundo par é submetacéntrico (2n=38m + 2sm) (Tabela 1; Figura 2A).
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Figura 2. A) Cariotipo de individuos de H. malabaricus coletados no igarapé Belmont, evidenciando
0 numero diploide e a morfologia dos cromossomos em ambos 0s sexos. B) Cari6tipo de individuos
de H. malabaricus coletados no igarapé da UNIR, evidenciando o numero diploide e a morfologia
dos cromossomos em ambos 0S SeX0s.

Os individuos de H. malabaricus coletados no igarapé da UNIR, apresentaram uma melhor
qualidade das células metafasicas, porém a quantidade variou. O nimero diploide modal desses
individuos (Tabela 1), foi igual a 40 cromossomos para ambos 0s sexos, sendo 28 metacéntricos e 12
submetacéntricos (2n=28m+ 12sm), com um aparente sistema de cromossomos sexuais XX/XY
evidenciado pelo par 20 (Figura 2B).

Discussao

Os resultados do presente trabalho mostraram variagdes cariotipicas em ambas populacGes
estudadas, corroborando assim com o proposto por alguns autores, que o tdxon H. malabaricus é um
grupo muito diverso e constitui um complexo de espécies (Bertollo et al., 2000; Galetti Jr et al., 2008;
Vitorino et al., 2011; Jacobina et al., 2011; Cioffi et al., 2012). Apesar do nimero diploide encontrado
nessas populacdes ja terem sido descritos por Bertollo et al. (2000), as formulas cariotipicas
encontradas, apresentaram peculiaridades em relacdo as de outras localidades.

As trairas do igarapé Belmont mostraram um numero diploide que ainda ndo havia sido descrito
para a Bacia do Madeira: 2n=39 cromossomos metacéntricos nos machos e 40 nas fémeas (2n=38m
+ 2sm). Dentre os cariomorfos descritos por Bertollo et al. (2000), essa populacédo pode ser agrupada,
pelo nimero diploide, ao cariomorfo D, cuja ocorréncia foi descrita somente para o norte do Parana,
sendo no Madeira um novo registro. No entanto, vale ressaltar que, a formula cariotipica dos
individuos do Belmont apresentou-se distinta, devido a auséncia do sistema de cromossomos sexuais
multiplos caracteristico do cariomorfo D, podendo representar um novo cariomorfo para a bacia do
Madeira.

Quanto as caracteristicas cromossémicas das Trairas do igarapé da UNIR, identificados como
2n=28m+12sm, temos duas possibilidades de agrupamento: cariomorfos C ou F. Ambos apresentam
namero diploide similar (2n=40), diferindo pela presenca de um par de cromossomos grandes, 0
maior conhecido para essa espécie, presente no cariomorfo F. Assim, a auséncia desse par de
cromossomos no cariétipo dos individuos analisados nesse trabalho, compartilhou mais similaridades
com o cariomorfo C, incluindo um aparente sistema de cromossomos sexuais XX/XY, que também
ja foi identificado em outros trabalhos em estagio de diferenciacdo (Cioffi & Bertollo, 2010).

Considerando a ocorréncia do cariomorfo C e incluindo o cariomorfo G descrito anteriormente,
essa bacia passa agora a ser representada por trés cariomorfos. Tal fato corrobora com o proposto em
Bertollo et al. (2000), que sugerem a ocorréncia de diferentes cariomorfos em simpatria. O cariomorfo
C (2n=40) é o mais predominante na Amazonia e América do Sul, embora, caracteristicas especificas
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quanto morfologia dos cromossomos, tenham sido observadas em popula¢ées com esse cariomorfo
(Bertollo et al., 1997; Bertollo et al., 2000; Santos et al., 2016; Marques et al., 2013; Guimaréaes et
al., 2017).

E possivel que essas peculiaridades das formas cariotipicas encontradas em populagdes de
diferentes bacias hidrogréficas possam estar relacionadas as caracteristicas especificas de suas
respectivas areas de origem, pois sabe-se que a bacia Amazoénica é detentora de grande diversidade
de ambientes, que exerce papel importante nos processos adaptativos dos organismos que nela
habitam (Junk et al., 1989). Santos et al. (2016), através da caracterizacdo cromossdmica de
populacdes de H. malabaricus provenientes de ambientes de agua branca, agua clara e agua preta da
bacia amazonica, observou que a variagdo citogendmica tinha associacdo com 0S Processos
adaptativos locais da espécie a diferentes condi¢cdes ambientais.

Embora a caracterizacdo cromossomica com coloragdo convencional, realizada no presente
estudo, ndo forneca dados suficientes para relacionar as variagdes cariotipicas ao ambiente, é
importante considerar em estudos futuros que a bacia do rio Madeira é bastante heterogénea (Py-
Daniel, 2007), e apresentava antes da construcao dos complexo de hidrelétricas do Madeira em 2012,
um trecho com dezoito corredeiras na sua porcao alta, as quais desempenharam papel significativo
na composicdo das espécies da regido (Torrente-Vilara et al., 2011; Cella-Ribeiro et al., 2013),
exercendo fungdes importantes nas adaptacdes genéticas locais, histdria evolutiva e estruturacdo de
grupos bioldgicos como sugerem alguns estudos (Gravena et al., 2014; Muniz et al., 2017). E possivel
que essa configuracdo ambiental contribua em parte para o surgimento das diferentes formas
cariotipicas em H. malabaricus.

Vaérias sdo as hipdteses acerca do que levou o grupo malabaricus a exibir tamanha variabilidade
genética, sendo mais pertinentes as relacionadas ao estilo de vida com formacdo de pequenos e
isolados grupos, 0 que ndo é caracteristico somente nessa espécie da familia Erythrinidae, mas
também em Erythrinus erythrinus e Hoplerythrinus unitaeniatus (Bertollo et al., 2004; Blanco et al.,
2011; Martinez et al., 2015). O fato dessa espécie ndo realizar migracGes resulta na formacéo de
pequenas populacdes locais com pouca conexao e consequentemente pouco fluxo génico, decorrente
de isolamento por distancia (Prioli et al., 2000).

Esse isolamento pode também ser ocasionados por outros fatores, Galetti et al. (2008), por
exemplo, aponta a fragmentacdo de hdbitats como sendo um dos causadores de variacOes
intraespecificas, pois, isolam pequenos grupos tornando-os restritos a essas determinadas areas,
perdendo a conexdo. Além disso, eventos geoldgicos e a historia da formacdo de uma bacia também
favorecem fixacdo de variacBes cromossdmicas e diversificacdo de grupos, pois ddo origem a
barreiras naturais que favorecem o isolamento reprodutivo (Da Rosa et al., 2012).

Uma outra hipétese levantada por Vitorino et al. (2011) sugere que a capacidade de
sobrevivéncia das Trairas por longos periodos sem disponibilidade de oxigénio, condi¢do essa que
ocasiona a morte de muitos outros organismos, pode ter também favorecido o estabelecimento de
pequenas populacdes desta espécie e ocasionado a fixacdo de variagcbes cromossémicas, dando
origem a outras formas cariotipicas. Nesse sentido, a sazonalidade hidrolégica dos rios amazonicos
poderia ser também um fator determinante, uma vez que em longos periodos de seca, isolam corpos
d’4gua com pequenas populagdes de peixes (Magoulick & Kobza 2003), e deixam o ambiente com
as caracteristicas semelhantes a essas, aumentando a mortalidade de peixes (Tramer, 1977). O
reestabelecimento de populacfes a partir de poucos individuos resistentes a baixa oxigenacéo, tais
como as Trairas, podem favorecer, a longo prazo, o surgimento de formas cariotipicas e até mesmo a
evolucdo de espécies (Matthews & Marsh-Matthews, 2003).
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E certa a grande diversidade genética de H. malabaricus e todas hipdteses apresentadas sdo
suficientes para explicar essa variabilidade, sejam elas consideradas isoladamente ou mesmo pela
soma delas. Nesse sentido, estudos com este td&xon mostram- se importantes para o conhecimento de
sua diversidade genética e distribuicdo geogréfica dos diferentes cariomorfos, além de apresentar
contribui¢bes importantes através da citotaxonomia, ferramenta importante para grupos
taxonomicamente problematicos (Artoni et al., 2000)

Os estudos cromossémicos tém se mostrado muito importantes na caracterizacdo de espécies e
populacdes. Apesar dos dados aqui apresentados terem sido analisados apenas com coloragéo
convencional com Giemsa, eles sdo de extrema importancia para o conhecimento da diversidade
genética de H. malabaricus do rio Madeira e apontam as principais variagbes cromossémicas
estruturais e numérica existentes. Além disso, ressaltam que a continuidade de estudos citogenéticos
dessa e de outras espécies de peixes desta regido € relevante para auxiliar na compreensdo dos eventos
cromossdmicos que originaram a diversidade dessas populagdes.
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