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RESUMO

As trairas, Hoplias malabaricus, apresentam uma grande distribui¢do pela América do Sul,
sendo a espécie tipo da regido de Suriname. Dentre os representantes da familia Erythrinidae,
sd0 0s que possuem maior nimero de estudos citogenéticos, revelando uma grande variagdo
cariotipica, com sete citotipos descritos até 0 momento, e diferentes tipos de sistemas sexuais.
Essas variagdes ocorrem entre animais de bacias hidrograficas diferentes e também em
simpatria. No presente trabalho foram analisados citogeneticamente e morfometricamente seis
populacdo de H. malabaricus pertencentes a regido média do rio Paranapanema: a) bacia do
rio Claro , UNOPAR — Tamarana/PR; b) EPUEL — Estacdo de piscicultura da UEL —
Londrina/PR; ¢) rio Vermelho — Bela Vista do Paraiso/PR; d) Rancho Alegre/PR; ¢) Ribeirdo
Trés Bocas — Londrina/PR; f) rio Paranapanema — Iepé&/SP. Na popula¢do da UNOPAR foram
encontrados dois citdtipos em simpatria, com 2n = 40 cromossomos € 2n = 42 cromossomos.
Dois individuos nao apresentaram definicdo quanto ao nimero dipldide, sendo observado
38,24% das células com 41 cromossomos, € 41,12% das células com 42 cromossomos,
caracterizando um mosaico cromossdmico. A populacdo da EPUEL apresentou 2n = 42
cromossomos M/SM para machos e fémeas com sistema sexual simples do tipo XX/XY. As
populacdes do sitio rio Vermelho, Rancho Alegre, ribeirdo Trés Bocas e rio Paranapanema,
apresentaram 2n = 39 cromossomos para os machos e 2n = 40 cromossomos para fémeas,
demonstrando um sistema sexual multiplo do tipo X;X;X>X»/X;X2Y. A impregnacdo por
nitrato de prata evidenciou RONs multiplas, variando de 3 até 9 cromossomos marcados.
Todas as populagdes apresentaram uma distribuicdo semelhante da heterocromatina,
principalmente na regido centromérica da maioria dos cromossomos ¢ telomérica em alguns.
No sexto par cromossomico, um bloco corado que se inicia na regido pericentromérica foi
observado. Nas populagdes que apresentaram cromossomos sexuais multiplos, esse

cromossomo corresponde ao X;. Nos machos do rio Vermelho, Rancho Alegre, ribeirdo Trés



Bocas e Paranapanema, o cromossomo Y apresentou diferencas na quantidade e localizagéo
dos blocos heterocromaticos. A coloragdo das bandas-C com fluorocromo GC-especifico
evidenciou dois cromossomos com marcacdo proxima ao centromero, em todas as
populagdes, provavelmente o sexto par. As bandas centroméricas foram evidenciadas com
fluorocromo AT-especifico. A coloragdo com fluorocromo GC-especifico evidenciou
diferentes marcacdes entre as populacdes. A analise das variaveis candnicas dos dados
morfométricos evidenciou a formacdo de grupos distintos. Os valores apresentaram 79, 38%
de proximidade ao eixo candnico 1, separando trés grupos: (1) Ribeirdo Trés Bocas de (2)
Rancho Alegre + Sitio Agua da Mina + UNOPAR; e (3) EPUEL + rio Paranapanema. As
medidas mais contrastantes foram o comprimento do osso maxilar (COM) e a distancia pré-
dorsal (DPD). Através das proporgdes corporais pode-se observar que os exemplares
estudados diferem do exemplar da localidade tipo. Provavelmente, a morfologia deve ser
influenciada pelo ambiente, como a presenga ou nao de corredeiras, forma do substrato, entre
outros fatores, desta forma o padrio genético ndo sera o Unico fator a influenciar na forma
desta espécie. Os resultados obtidos tanto citogenéticos quanto morfologicos nos levam a
sugerir a existéncia de espécies distintas no grupo Hoplias malabaricus do médio

Paranapanema.



ABSTRACT

Trahiras, Hoplias malabaricus, have a wide distribution through South America, being the
type specie of Suriname. Among represents of family Erythrinidae, has a most number of
cytogenetics studies, that reveal a great karyotipic variation, with seven cytotypes, and distinct
types of sexual systems. This variation occur between animals of different hydrographic
basins and also in sympatry. In this work were analyzed cytogeneticly and morphometricly
six population of H. malabaricus belonging mean region of Parapanamena river: a) Claro
river basin, UNOPAR — Tamarana/PR; b) EPUEL — UEL pisciculture station — Londrina/PR;
¢) farm Agua da Mina — Bela vista do Paraiso/PR; d) Rancho alegre/PR; e) ribeirdo Trés
Bocas — Londrina/PR; f) Paranapanema river — Iepé/SP. In population from UNOPAR were
found two cytotypes in sympatry, with 2n = 40 chromosomes e 2n = 42 chromosomes. There
was impossible to define the diploide number of two specimens, being observed 38,24% of
cells with 41 chromosomes, and 41,12% of cells with 42 chromosomes, characterizing a
genetic mosaic. EPUEL population presented 2n = 42 chromosomes for males and females
with a XX/XY simple sexual system. The populations from Vermelho river, Rancho Alegre,
ribeirdo Trés Bocas and Paranapanema river, presented 2n = 39 chromosomes to males and 2n
=40 chromosomes to females, showing a of X;X;X,X»/X;X,Y multiple sexual system. Silver
staining showed multiple NORs, been observed 3 until 9 chromosomes marked. All
populations had a similar heterochromatin distribution in the centromeric region in several
chromosomes and close of telomérica region in some. It was observed one heterochromatic
block in pericentromeric region on the sixth chromosomic pair, that corresponds to the X;
chromosome in populations with multiple sexual chromosome. In males of Vermelhor river,
Rancho Alegre, ribeirdo Trés Bocas and Paranapanema, the Y chromosome showing

differences in quantity and localization of heterochromatics blocks. C-band staining by GC-



specific fluorochrome indicated two marked chromosomes near cetromere, in all population,
probably the sixth pair, and when it was staining by AT-specific fluorochrome, the bands
appeared in the centromeres. Staining by GC-specific fluorochorme showed different marks
among populations. Canonic variables analysis in the morphometric dates formed distintic
groups. Values presented 79,38% proximity in the canonic axle 1, that were separated in three
groups: (1) ribeirdo Trés Bocas; from (2) Rancho Alegre + Vermelho river + UNOPAR; and
(2) EPUEL + Paranapanema river. The most contrasting measurements was bony maxilar
length and predorsal length. Through of corporal proportion we can observe that specimens
studied are different of type locality specimen. Probably the morphology was be influenced
for the environment, like presence or not of currents, substrate form, among others factors,
this way genetic pattern don’t is the only factor to influence in the specie form. Cytogenetic
and morphological results lead us to propose the existence of different species into the group

Hoplias malabaricus in mean Paranapanema.
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INTRODUCAO

1 A Familia Erythrinidae

Os animais pertencentes a Ordem Characiformes sdo, dentre os
Ostariophysis, os peixes com maior diversidade morfoldgica. Eles apresentam um grande
variedade do formato do corpo, estruturas maxilares, dentigdo e anatomia interna. Essa
diversidade morfoldgica, associada com outros fatores, tem sido uma fonte valiosa de
informagdes quanto a questdo filogenética. Porém, essa amplitude da variacdo morfologica
também dificulta os estudos sobre a ordem, ja que se estima que ela seja composta por mais
de 1300 espécies. Os parentescos da ordem sdo pobremente conhecidos, ¢ devido a esse fato a
monofilia de muitos grupos ¢ incerta. Porém, sabe-se que uma evolucdo convergente ¢é
comum, ¢ as classificacdoes destes animais sdo feitas entdo com base em revisdes sobre a

descrigdo das familias (NELSON, 1994).

A familia Erythrinidae ¢ relativamente pequena entre os Characiformes.
Seus representantes, em geral, sdo predadores de habito carnivoro. Apresentam o corpo
grosso, nadadeira caudal arredondada, dentes caniniformes na maxila superior e inferior,
alguns muito pequenos no palato e algumas vezes sobre a lingua. Nao possuem nadadeira
adiposa nem fontanela (BRITSKI et al., 1988). A familia Erythrinidae é composta por trés
géneros: Erythrinus Scopoli, 1777; Hoplerythrinus Gill, 1896 e Hoplias Gill, 1903 (GODOY,
1975), distribuidas na regido neotropical e endémicas as Américas do Sul e Central.
Erythrinus ¢ Hoplerythrinus sdo conhecidos popularmente por “jejus”. O género
Hoplerythrinus ¢ composto por trés espécies: H. cinereus Gill, 1858; H. gronovii
Valenciennes, 1847; e H. unitaeniatus Agassiz, 1829, que possuem uma ampla distribui¢ao na

regido neotropical, com habito de vida mais sedentario e nao migrador, formando populagdes
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isoladas, muitas vezes em lagos e/ou lagoas marginais (TRECO et al., 2002). E um género
facilmente distinguivel dos demais da familia por apresentar uma mancha em forma de ponto
na regido postero-dorsal do opérculo e uma listra preta ao longo do corpo. O género
Erythrinus é representado pelas espécies E. erythrinus Bloch & Schneider, 1801 e E. kessleri
Steindachner, 1876; e distribuem-se na América do Sul e nos rios brasileiros do estado da

Bahia, respectivamente (OYAKAWA, 2003; BERTOLLO et al., 2004).

O género Hoplias se distingue dos outros dois da familia por apresentar
dentes caninos no maxilar e na por¢do anterior e posterior do dentario. Possuem a nadadeira
ventral com oito raios ¢ a anal com 10 a 12 raios (BRITSKI et al., 1988). De acordo com
Oyakawa (2003), o género Hoplias ¢ composto por nove espécies: H. aimara Valenciennes,
1847; H. brasiliensis Agassiz, 1829; H. lacerdae Miranda Ribeiro, 1908; H. macrophthalmus
Pellegrin, 1902; H. malabaricus Bloch, 1974; H. microcephalus Agassiz, 1829; H. microlepis
Glinther, 1864; H. patana Valenciennes, 1847 e H. teres Valenciennes, 1847 . Destas, cinco
sdo encontradas no Brasil: H. brasiliensis, H. lacerdae, H. macrophthalmus, H. malabaricus ¢
H. microcephalus. A distingao entre H. malabaricus ¢ H. lacerdae pode ser feita com base na
regido gular, onde em H. malabaricus a linha dentaria converge na forma de “V” invertido,
convergindo na regido anterior, enquanto que em /. lacerdae estas linhas sdo
aproximadamente paralelas e ndo se concentram na regido anterior (BRITSKI, 1972 apud
BERTOLLO et al., 1978). Além disso, a presenca ou auséncia de denticulos na lingua
também ¢ um carater diferencial entre as duas espécies, onde H. malabaricus possui lingua

provida de placas 6sseas com dentes diminutos (BRITSKI et al., 1988).
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2 Cromossomos sexuais e polimorfismos em peixes

Para investigar as bases genéticas envolvidas na determinacdo do sexo em
peixes, varias abordagens tém sido utilizadas, como analises de segregacdo de genes
marcadores ligados ao sexo, da proporcdo sexual em cruzamentos intra e interespecificos,
inferéncias através de poliploidia artificial, através de animais que sofreram reversdao sexual
natural e induzida, analises citoldgicas dos cromossomos e da cromatina (PRINCE, 1982 apud
MOLINA, 1995), e estudos moleculares (NAKAYAMA et al., 1994). De acordo com
Moreira-Filho et al. (1993), as pesquisas sobre cromossomos sexuais tém aumentado nos
ultimos anos com a descri¢do de varios sistemas em diferentes espécies. Diferentemente dos
mamiferos e das aves, onde os sistemas XY e ZW aparentam ter surgido apenas uma vez, 0s
cromossomos sexuais em peixes podem ter se originado varias vezes (GALETTI Jr. et al.,

1995a apud JESUS, 1996).

Segundo Guerra (1988), embora a determinagdo do sexo seja sempre devido
a acdo de genes, nas espécies que apresentam cromossomos sexuais diz-se que ha uma
determinagdo cromossomica do sexo. Ha familias de peixes de 4gua doce, como Cichlidae e
Curimatidae, que nao apresentaram, em muitos estudos realizados até o presente,
cromossomos sexuais detectaveis (MOLINA, 1995). Essas duas familias apresentam um
padrio conservativo de evolugdo cariotipica, existindo, na maioria das vezes, uma constancia

no namero cromossomico e fundamental.

Os primeiros estudos de cromossomos sexuais em peixes neotropicais foram
feitos em Hoplias (BERTOLLO et al., 1978), Eigenmannia (ALMEIDA-TOLEDO, 1978
apud JESUS, 1996) e Leporinus (GALETTI Jr., 1979 apud JESUS, 1996). Ja em 1993,

Moreira-Filho et al. apresentaram para a mesma ictiofauna 31 casos de cromossomos sexuais
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citologicamente diferenciados, onde aproximadamente 50% destes casos correspondiam a
heterogametia feminina. Oliveira e Foresti (1994) descreveram a ocorréncia de 34 espécies
com apenas 35% de heterogametia masculina e o restante feminina. Estudos realizados por
Centofante et al. (2002) evidenciaram 55 ocorréncias de heteromorfismo sexual nos peixes
neotropicais, sendo que 64% delas eram representadas por heterogamentia feminina e 36%
por heterogametia masculina, e dentre estes casos, oitenta por cento correspondiam a sistemas

sexuais simples (77% ZZ/ZW e 23% XX/XY).

Existem espécies que podem apresentar variagdes cromossOmicas entre
diferentes células do individuo, entre individuos diferentes da mesma populagdo, ou também
entre populagdes diferentes da mesma espécie. Entende-se como polimorfismo cromossomico
a existéncia de duas ou mais formas diferentes para um mesmo cromossomo, que contribui
para a variagao cariotipica natural das espécies, sendo que esse conceito se aplica tanto a uma
populacdo isolada quanto a uma espécie, um género. Essas variagdes podem estar
relacionadas ao numero dipléide ou a estrutura cromossomica (GUERRA, 1988). De acordo
com Fenocchio (1987), trés caracteristicas do polimorfismo sdo observadas: ¢ um fenomeno
intrapopulacional; envolve variagdes observaveis direta ou indiretamente; e, deve se

apresentar em proporgoes determinadas.

Com relagdo a evolucdo, os rearranjos cromossdmicos podem ser
desvantajosos, vantajosos ou neutros. Se o rearranjo for vantajoso ou neutro, poderia ser
fixado na populagdo e transmitido as progénies futuras, causando variagdes intrapopulacionais
ou polimorfismos (BEZERRA, 2002). De acordo com Bertollo (1994), nos peixes
neotropicais, as variagdes interpopulacionais sdo descritas em muitos grupos, e isso tem sido

relacionado com a estrutura da populag@o. Desse modo, espécies que constituem populagdes
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mais limitadas e sedentarias estariam propensas a apresentar um maior grau de variagdo,

comparando-se com aquelas que formam populagdes grandes e de maior mobilidade.

Giuliano-Caetano e Bertollo (1988) descreveram a presenca de
polimorfismos estruturais, com modificagdes da macroestrutura, em Hoplerythrinus
unitaeniatus do rio Negro, Manaus (AM). Nessa espécie foi encontrado um cariétipo basal
com 2n = 48M-SM. As variagdes observadas foram a nivel intrapopulacional e houve a
manuten¢do do nimero dipléide com mais trés citotipos distintos: 46M-SM + 2A; 46M-SM +
2A , sendo esses cromossomos acrocéntricos de tamanhos diferentes; e, 47M-SM + 1A. Com
relagdo a esses citotipos encontrados, esses polimorfismos podem ser resultantes de inversoes
pericéntricas, ja que sdo as mais comuns envolvidas em arranjos cromossomicos que resultam
em cromossomos acrocéntricos a partir de cromossomos meta ou submetacéntricos
(GIULIANO-CAETANO, 1986). Além disso, outros relatos de variagdes estruturais sao
encontrados em Pimelodus (DIAS, 1987), Corydoras (OLIVEIRA et al., 1986), Erythrinus

erytrinus (BERTOLLO et al., 2004), entre outros.

Além das alteragdes morfologicas, outro tipo de variacdo estd relacionado
com o numero cromossomico. Os polimorfismos numéricos sdo conseqiiéncias de varios
fendmenos, nos quais se destacam os rearranjos Robertsonianos, a poliploidiza¢do ¢ a
presenca de cromossomos supranumerarios (FENOCCHIO, 1987). Os rearranjos
Robertsonianos foram descritos pela primeira vez por Robertson, em 1916, onde se pode
supor uma origem por fusao de centromeros fraturados e fusdes dessas partes, que possibilita
a formacdo de cromossomos monocéntricos, dicéntricos ou acéntricos (GIULIANO-
CAETANO, 1998). Também sao encontradas as situagcdes onde a microestrutura do caridtipo

mostra-se polimorfica. Como exemplo a descrigdo de RONs polimérficas em Prochilodus
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lineatus (GOMES et al., 1994), variando em tamanho, e também o polimorfismo de bandas C

em Astyanax scabripinnis MANTOVANI et al., 2000).

3 A espécie Hoplias malabaricus

3.1 Caracteristicas bioldgicas

As trairas, Hoplias malabaricus (Fig. 1), sdo peixes carnivoros, predadores
e apresentam uma grande distribui¢do pela América do Sul. Habitam de preferéncia ambientes
lénticos de reservatorios e remansos de tributdrios, normalmente associada a vegetacdo
aquatica (BRITTO, 2003). Estudos comportamentais realizados por Benneman et a/l. (2000)
revelaram que esses animais sdo separados dos demais grupos de peixes da bacia do rio
Tibagi por ndo apresentar atividades no periodo diurno, as quais se acentuam do anoitecer

para o periodo noturno, atingindo o méximo ao amanhecer.

H. malabaricus possui o corpo alongado e rolico. Sua lingua apresenta
placas oOsseas com dentes diminutos, sendo aspera ao tato. As manchas corporais sdo
irregulares, onde a parte inferior da cabeca apresenta-se marmoreada. Ha de trés a quatro
listras na face, divergindo do olho para tras, e no corpo quatro ou cinco faixas transversais
inconspicuas inclinadas. As nadadeiras dorsal, anal e caudal também possuem listras, porém
escuras alternadas com claras, e as nadadeiras peitorais e ventrais sdo manchadas (BRITSKI
et al., 1988). Sdo animais de médio porte (20-50 cm), ndo migradores, com fecundacdo
externa, desova parcelada e apresentando cuidado parental. A coloragdo corporal varia de
parda a marrom. A boca ¢ terminal com um leve prognatismo, e possuem portanto, dentes

conicos. (BRITTO, 2003).



Figura 1. Hoplias malabaricus

21




22

3.2 Aspectos Citogenéticos

Os estudos citogenéticos no género Hoplias iniciaram-se em 1978 com
Bertollo et al. com a espécie Hoplias lacerdae. Desde entdo, varios estudos tém sido
realizados, buscando decifrar as razdes que levam a grandes variacdes genéticas entre os
individuos do género. Bertollo et al. (1979) estudaram duas populacdes alopatricas de Hoplias
malabaricus (Vale do Rio Doce e rio Juquid), encontrando um numero diploide de 42
cromossomos € a presenca de um sistema sexual simples do tipo XX/XY. Algumas variacdes
morfologicas foram encontradas entre as duas populacdes, mas ndo foram suficientes para
diferencia-las sistematicamente. Segundo Born e Bertollo (2000) o cromossomo X, nesse

caso, contém cistrons ribossomais e podem ser polimoérficos quanto ao tamanho.

Bertollo er al. (1983) analisaram exemplares do género Hoplias
provenientes dos estados de Sao Paulo (Sdo Carlos) e do Mato Grosso (Aripuand). A primeira
populacdo apresentou um numero diploide de 2n = 40 cromossomos para fémeas e 39
cromossomos para os machos. Ja na populagdo do Mato Grosso foi identificado um nimero
dipléide de 40 cromossomos para fémeas ¢ 41 cromossomos para machos. Deste modo, dois
novos tipos de sistemas sexuais multiplos puderam ser evidenciados, X;X;X,X,/X;X,Y e
XX/XY Y, respectivamente. Estudos posteriores realizados por Lopez ¢ Fenocchio (1994)
revelaram a presenca de dois citétipos diferentes em H. malabaricus, 2n = 40 cromossomos

M/SM e 42 cromossomos M/SM. Nesse caso, ndo houve a presenc¢a de cromossomos sexuais.

As analises feitas em exemplares pertencentes a treze populagoes,
provenientes de diferentes bacias hidrograficas brasileiras ¢ uma do Suriname, revelaram a
presenca de dois citotipos, ambos com 40 cromossomos M/SM para machos ¢ fémeas. A

diferenca entre esses citotipos se deve ao tamanho relativo do primeiro par cromossémico.
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Em um dos citotipos esse par ¢ maior e seguido dos demais cromossomos do complemento. Ja
no outro isso ndo ocorre, eles sdo equivalentes. Essa diferenga de tamanho ndo pode ser
explicada pelo processo de heterocromatinizacdo, pois a distribuicdo da heterocromatina

constitutiva foi similar em ambos os citdtipos (BERTOLLO et al., 1997b).

Bertollo et al. (2000) realizaram um grande estudo avaliando dados de trinta
e seis localidades distintas, sendo trinta e duas no Brasil, duas na Argentina, uma no Uruguai
e outra no Suriname. Sete citotipos gerais foram caracterizados para H. malabaricus. Citdtipo
A: 2n = 42 cromossomos M/SM em ambos os sexos, com uma grande distribuicdo do
nordeste ao sudeste do Brasil, Uruguai e Argentina. Citotipo B: 2n = 42 cromossomos M/SM
para os dois sexos, porém esse citotipo apresentou sistema sexual simples do tipo XX/XY
(BERTOLLO et al., 1979). Citotipo C: 2n = 40 cromossomos M/SM, sem aparente
dimorfismo sexual cromossomico. Citotipo D: 2n = 40 cromossomos M/SM para fémeas e 39
para machos, evidenciando um sistema de determinagdo cromossémica do sexo,
X1 X1 XoXo/X1X2Y (BERTOLLO et al., 1983). Citotipo E: numero dipldide igual ao citdtipo
A, contudo, o primeiro par de cromossomos ¢ de grande tamanho, e ocorre a presenga de um
cromossomo acrocéntrico no par numero 6. Nao foram realizados estudos citogenéticos em
fémeas dessa localidade. Citotipo F: 2n = 40 cromossomos M/SM sem diferenciacio
cromossomica sexual. Ocorre uma grande diferenca de tamanho entre o primeiro par
cromossOmico € o restante, onde ele € relativamente maior (BERTOLLO et al., 1997b).
Citotipo G: ocorre a presenga de 40 cromossomos nas fémeas e 41 nos machos. Esse
heteromorfismo corresponde a um sistema sexual multiplo do tipo XX/XY Y, (BERTOLLO

etal., 1983).

Algumas espécies de peixes apresentam as Regides Organizadoras de

Nucléolos localizadas em apenas um par de cromossomos, caracterizando o tipo simples,
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como as espécies de Curimatidae (VENERE et al. apud MARGARIDO, 2000), de
Parodontidae (MOREIRA-FILHO et al., 1984), e de Salminae e Bryconinae (MARGARIDO
e GALETTI JR, 1999). Outras espécies apresentam RONs multiplas, que sdo caracterizadas
por se localizarem em mais de um par de cromossomos, como em Oligosarcus paranensis
(RUBERT et al., 2003). Varios estudos realizados em Hoplias malabaricus demonstraram a
existéncia de multiplas regides organizadoras de nucléolos, sendo estas localizadas
principalmente em regides teloméricas (DERGAM e BERTOLLO, 1990; LOPEZ e
FENOCCHIO, 1994; LOPES et al., 1998). Um caso especial foi relatado por Bertollo (1996),
onde foram encontrados de 1 a 10 cromossomos marcados, sendo que de 1 a 3 cromossomos
apresentaram as RONs em ambos os telomeros. Além disso, em Erythrinidae hd uma
caracteristica que dificulta a analise das RONs, pelo tamanho reduzido, em alguns casos

assemelhando-se a pequenos pontos.

As seqiiéncias de DNAr 18S sdo utilizadas para inferir a filogenia entre as
espécies. Born e Bertollo (2000), utilizando sondas de DNAr 18S, detectaram em H.
malabaricus a presenca de 10 cromossomos portando os sitios responsaveis pela transcri¢ao
desse tipo de RNA 28S-5,8S e 18S. Nesses cromossomos marcados, incluiu-se também o
cromossomo X. Ja os cistrons de DNAr 5S foram localizados intersticialmente em um Unico

par cromossomico e independente dos sitios 18S.

Em peixes como os Anostomidae (GALETTI JR et al., 1991), a distribuicao
da heterocromatina constitutiva tem sido uma ferramenta importante para a compreensao da
organizacdo dos cariotipos. De acordo com Dergam e Bertollo (1990), os Characiformes
apresentam uma predominancia de bandas-C pericentroméricas. Isso foi confirmando em
Hoplias malabaricus, cujos representantes apresentam além da regido pericentromérica, as

regides teloméricas de alguns cromossomos com blocos heterocromaticos (DERGAM e
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BERTOLLO op cit.; LOPEZ e FENOCCHIO, 1994; BERTOLLO et al., 1997a, 1997b;
BORN e BERTOLLO, 2001). Outra forma de caracterizagdo cromossdmica sdo os padrdes
criados por bandas-G e bandas de replicacdo. Segundo Bertollo et al. (1997a) elas permitem a
identificacdo de cromossomos X; € Y e também a origem dos rearranjos que ocorreram na

origem deste sistema sexual (X;X,Y).

4 Locais de Estudo

4.1 O rio Paranapanema

O rio Paranapanema ¢ um dos importantes afluentes da margem esquerda do
rio Parana. Ele nasce na vertente ocidental da Serra da Paranapiacaba, no municipio de Capao
Bonito, Estado de Sdo Paulo, e esta inserido na bacia do Alto Parana. O rio Paranapanema
possui uma extensao de aproximadamente 600 km, com orientagdo geral leste-oeste. Ao longo
de sua extensao possui um desnivel aproximado de 500 m. Devido a esse motivo, em 1958

comegou o aproveitamento do rio para a geracao de energia elétrica (DUKE ENERGY, 2003).

Em uma extensdo de 392,9 km, o rio Paranapanema forma a fronteira do
Estado dos Paran4 com o Estado de Sao Paulo. Juntamente com seus afluentes da margem sul,
abrange 55530 km?. A altura média das margens ¢ de 4 metros. Estes padroes sdo formados
por sedimentos soltos do quaternario, que repousam sobre rasos terragos de rochas eruptivas e
muitas vezes acompanham o rio como campos de inundagdo ou varzeas, evidenciando

freqiientemente pequenas lagoas ou pantanos (MAACK, 2002).



26

4.2 A bacia do rio Tibagi

O rio Tibagi € o principal afluente do rio Paranapanema, e suas nascentes
estdo localizadas nos Campos Gerais, a oeste da escarpa devoniana. Seu percurso abrange
aproximadamente 550 km, em direcdo sul-norte, onde a velocidade méaxima das dguas em
todas as corredeiras ¢, em média, de 3,2 m/s (MAACK, 2002). A bacia do rio Tibagi abrange
o primeiro, o segundo e o terceiro planaltos paranaenses, possuindo 65 tributarios principais
(MEDRI et al., 2002). Seus principais formadores encontram-se na regido de Ponta Grossa
com os rios Imbituva, Garauna, lapo, entre outros. O rio Tibagi apresenta curso norte indo
desaguar no rio Paranapanema, cortando o estado do Parana em quase toda sua extensdo no
sentido sul-norte (ARTONI; ALMEIDA in DITZEL; SAHR, 2001). A limitacdo da bacia
ocorre ao norte pela bacia do rio Paranapanema; a leste pelas bacias dos rios Cinzas e Itararé;
a sudeste pela bacia do rio Ribeira; ao sul pela do rio Iguagu; a oeste pela bacia do rio Ivai e a
noroeste pela bacia do rio Pirapd. Durante o curso do rio ocorrem varios saltos e cachoeiras.
No total somam-se aos saltos 91 cachoeiras e corredeiras. As corredeiras mais importantes

tém origem nas transposi¢oes do rio (MEDRI et al., 2002).

O curso do rio Tibagi apresenta uma diferenga de nivel de 792 m entre o
nascimento ¢ a desembocadura. Fortes correntes sdo predominantes nas localidades de
Telémaco Borba, Sapopema e Londrina. A fauna ictia encontrada no rio Tibagi ¢ semelhante
a do rio Piquiri, em especial das localidades mais rapidas. As espécies de alto nivel trofico,
como Acestrorhynchus lacustris, Serrasalmus spilopleura e Hoplias malabaricus,
predominam na regido entre Londrina e Sertandpolis. Nessa regido também ocorre uma
diminuicdo da diversidade e da riqueza de espécies, que provavelmente se deve a transi¢do de

um ambiente 16tico a um semiléntico (BENNEMANN et al., 1995).
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Estudos realizados por Bennemann e Shibatta (2002) relatam a presenca de
17 espécies na regido de Sertandpolis. Em ordem decrescente de abundancia essas espécies
foram Moenkhausia intermédia, Astyanax altiparanae, Schizodon intermedius, Pimelodus
maculatus, Plagioscion squamosissimus, Acestrorhynchus lacustris e Steindachnerina
insculpta. As espécies encontradas em menor abundancia foram Serrasalmus spilopleura,
lherigichthys labrosus, Leporinus elongatus, Leporinus friderici, Hoplias malabaricus,
Schizodon nasutus, Pinirampus pirinampu, Rhinodoras dorbignyi, Metynnis maculatus e

Prochilodus lineatus.
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5 OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar citogeneticamente e morfometricamente os espécimes de Hoplias

malabaricus da bacia do médio Paranapanema, comparando animais provenientes de regides

naturais com aqueles coletados em ambientes de cultivo.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

(1) Caracterizar o nimero e a macroestrutura cromossomica;

(2) Determinar os cromossomos portadores das Regides Organizadoras de Nucléolos;

(3) Determinar o padrao de distribuigdo da heterocromatina constitutiva;

(4) Determinar as regides cromossomicas coradas por fluorocromos GC- e AT-especificos;

(5) Realizar a analise morfométrica dos exemplares;

(6) Comparar os dados obtidos com os da literatura, caracterizando as populagdes do médio

Paranapanema.
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RESUMO

Foram analisados citogeneticamente oito exemplares pertencentes a espécie Hoplias
malabaricus, provenientes da estagdo de piscicultura da UNOPAR, a qual faz parte do
sistema hidrico rio Claro, da bacia do rio Tibagi. Na maioria dos animais foi encontrado um
citdtipo formado por 42 cromossomos do tipo meta/submetacéntrico. Em dois exemplares, um
macho ¢ uma fémea, nao foi possivel determinar um numero dipldide tipico. Foram
evidenciadas diferentes linhagens celulares para esses animais, sendo que o numero
cromossdmico predominante variou entre 41(38,24%) e 42 (41,12%) cromossomos. O
caridtipo com 2n = 41 apresentou trés cromossomos, um grande, um médio e um pequeno
sem homologo, enquanto que a linhagem de células com 2n = 42 cromossomos, apresentou o
caridtipo formado por cromossomos m/sm, formando pares de homologos. Os resultados
obtidos demonstram a existéncia de um mosaico cromossomico nesses exemplares de H.

malabaricus, ndo descrito anteriormente.

Palavras-chave: Alteragdoes cromossdmicas, Mosaicismo, Hoplias malabaricus.
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INTRODUCAO

Entende-se por mosaicismo a presenga de duas ou mais populacdes de
células de diferentes complementos cromossomicos (VERMA; BABU, 1995). Os mosaicos
sdo muitas vezes confundidos com quimeras, porém diferem destas por serem originados a

partir de um unico zigoto (SANTELICES, 2004).

Tais alteragdes sdo passiveis a todos os tipos de organismos desde esponjas
até plantas marinhas (SANTELICES, op cit). Os relatos mais comuns dessas aberracdes sao
em humanos, com descrigdes de mosaicos 4n/2n (ALONSO et al., 2002), 2n/3n
(GOLUBOVSKY, 2003), 46XX/46XY (NIU et al, 2002), entre outros. Segundo
GOLUBOVSKY (2003), através de uma primeira analise detalhada feita por FISH, detectou-

se que 48,1% dos embrides em estagios de pré-implantacdo sdo mosaicos.
b

Em peixes, as varia¢des intraindividuais foram primeiro relatadas por Ohno
et al. (1965), porém ndo houve a confirmacdo de mosaicismo, j& que as células analisadas

pertenciam a tecidos somaticos diferentes.

Estudos recentes em Trichomycterus paolence, confirmaram a presenca de
mosaicismo nos peixes neotropicais. Os animais analisados apresentaram cariotipos com

numeros dipldides de 54, 55, 56 ¢ 57 cromossomos (TORRES et al., 2002).

No presente trabalho foram analisados citogeneticamente exemplares da

espécie Hoplias malabaricus provenientes da esta¢do de piscicultura da UNOPAR.
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MATERIAIS E METODOS

Oito exemplares de H. malabaricus (5 fémeas e 3 machos) provenientes da
Estacdo de piscicultura da UNOPAR (Universidade do Norte do Parand — bacia rio Tibagi,
Parana, Brasil), foram estudados. Os cromossomos mitoticos foram obtidos de células renais e
submetidos a técnica de air drying (BERTOLLO et al., 1978) e por cultura de linfocitos
(FENOCCHIO; BERTOLLO, 1988). Os cromossomos foram classificados como
metacéntricos (m), submetacénticos (sm), subtelocéntricos (st) e acrocéntricos (a), de acordo

com a relagdo dos bracos (LEVAN et al., 1964).

RESULTADOS

Os estudos citogenéticos realizados nos exemplares de H. malabaricus
pertencentes a Estacdo de Piscicultura da UNOPAR, revelaram, em seis animais, um cariotipo

formado por 42 cromossomos do tipo meta/submetacéntrico, em machos e fémeas (Fig. 1a).

Em dois exemplares, um macho e uma fémea, ndo foi possivel determinar
um Unico numero dipldide caracteristico. Foi evidenciado a ocorréncia de diferentes linhagens
celulares, sendo que os nimeros cromossomicos predominantes foram 41 (38,24%) e 42

(41,12%) cromossomos. Essa varia¢do pode ser verificada na tabela 1 e figura 2.

O caridtipo com 2n = 41 apresentou trés cromossomos, um grande, um
médio ¢ um pequeno sem homodlogos (Fig.1b). A linhagem de células com 2n = 42
cromossomos, apresentou o cariotipo formado por cromossomos M/SM, todos com seus

respectivos pares.
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DISCUSSAO

A espécie Hoplias malabaricus, pertencente a familia Erythrinidae, esta
distribuida na maioria dos rios do continente sulamericano (OYAKAWA, 2003). Benneman
et al. (2000), destacam que esse grupo mostra um comportamento distinto dos demais grupos
de peixes da bacia do rio Tibagi por ndo apresentar atividades no periodo diurno, sendo estas

verificadas crescendo do anoitecer para o periodo noturno, atingindo o maximo ao amanhecer.

Dentro do complexo H. malabaricus, uma caracteristica extremamente
importante ¢ a ocorréncia de uma diversidade cromossomica. At¢ o momento, sete citotipos
sdo descritos para a espécie, com numero diploide variando de 39 a 42 cromossomos, sendo
que alguns dos citotipos exibem diferengas cromossdmicas entre os sexos (BERTOLLO et al.,

2000).

Giuliano-Caetano e Bertollo (1988) descreveram a presenca de um
polimorfismo cromossdmico estrutural, em Hoplerythrinus unitaeniatus (Erythrinidae) do rio
Negro, Manaus (AM). As variagdes observadas foram a nivel intrapopulacional e houve a
manuten¢do do numero dipléide com mais trés caridtipos distintos, exibindo cromossomos
acrocéntricos, ndo observados no cariotipo padrdao dessa populacdo. Esse polimorfismo pode
ser resultante de inversdes pericéntricas, ja que sdo as mais comuns envolvidas em arranjos
cromossOmicos que resultam em cromossomos acrocéntricos a partir de cromossomos meta

ou submetacéntricos (GIULIANO-CAETANO, 1986).

Ainda dentro da mesma familia, uma diversidade cromossomica ¢
encontrada também em Erythrinus erythrinus, com a formagao de quatro grupos com citotipos

distintos. Dentro desses grupos, trés apresentaram sistemas sexuais ¢ dois grupos com
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cromossomos Bs (BERTOLLO et al., 2004). Outros relatos de variagdes estruturais sdo

encontrados em Pimelodus (DIAS, 1987), Corydoras (OLIVEIRA et al., 1988), entre outros.

Além das alteragdes na morfologia cromossdmica, outro tipo de variacao
esta relacionada com o niimero cromossdmico, que pode se originar por motivos, entre os
quais se destacam os rearranjos Robertsonianos, a poliploidizagdo e a presenga de
cromossomos supranumerarios (FENOCCHIO, 1987). Assim, por exemplo, as triploidias
naturais, ja foram relatadas em diversas espécies de peixes. Em Astyanax scabripinnis esse
tipo de alteragdo foi observada com ocorréncia simultdnea de cromossomos-B (MAISTRO et
al., 1994). Giuliano-Caetano e Bertollo (1990) descreveram a presenca de um tripléide dentro
da familia Erythrinidae, em exemplar pertencente a espécie Hoplerythrinus unitaeniatus,

proveniente do rio Negro (AM).

O numero cromossdomico diploide basico encontrado para a populagio
estudada no presente trabalho foi de 42 cromossomos M/SM, sem distingdo cromossomica
entre os sexos, corroborando o citotipo A descrito por Bertollo et al. (2000). Porém, a alta
freqiiéncia de celular com distintos nimeros diploides, em dois exemplares, direciona para a
existéncia de um mosaico genético formado por duas linhagens celulares, contendo 41 e 42
cromossomos onde o caridtipo formado por 41 cromossomos apresenta trés cromossomos sem

homologos.

Torres et al. (2002), analisando exemplares de Trichomycterus paolence
provenientes do estado de Sao Paulo, verificaram uma drastica reorganizacdo do caridtipo
dessa espécie, com numeros cromossomicos variando de 54 a 57 cromossomos no tecido
renal. Nesses caridtipos foi observada a presenca de cromossomos de tamanho normal e
microcromossomos, provavelmente resultante de quebras cromossémicas com a formagéo de

fragmentos acéntricos perdidos durante o ciclo celular. Por sua vez, a auséncia de
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cromossomos inteiros nos mosaicos de Hoplias malabaricus, pode ter resultado de uma néo-
disjun¢do durante as divisdes mitoticas pds-zigoticas, a exemplo do que foi proposto para

Trichomycterus davisi (BORIN; MARTINS-SANTOS, 2000).
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Figura 1: a) Cariotipo padrao 2n = 42 de seis exemplares de H. malabaricus; b) Cariotipo 41
cromossomos, encontrado em dois exemplares dessa espécie.



Tabela 1: Freqiiéncia dos nimero dipldides nos exemplares mosaicos.
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Numero do animal Numeros diploides Total de células
€ sexo analisadas
39 40 41 42

2614 (fémea) 3 4 11 18 36

2616 (macho) 2 3 15 12 32

Total 5 7 26 30 68

% 7,35 10,29 38,24 44,12 100
30
25-
20+
células 151
10+
5
0-

39 40 41 42

numeros diploides

Figura 2: Histograma com a freqiiéncia dos numeros diploides observados em H.
malabaricus, evidenciando freqiiéncias similares para 2n = 41 e 2n = 42
Cromossomos.
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ESTUDO CITOGENETICO EM Hoplias malabaricus EM CONDICAO DE CULTIVO

NATURAL.*

* Este artigo sera submetido ao periddico Environmental Biology of Fishes.
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RESUMO

Foram estudadas espécimes de H. malabaricus provenientes de duas estagdes de piscicultura:
UNOPAR (Universidade do Norte do Parand) ¢ EPUEL (Estacdo de Piscicultura da
Universidade Estadual de Londrina). Para os espécimes da UNOPAR evidenciou-se a
ocorréncia de dois citotipos em simpatria, com 2n = 40 e 2n = 42 cromossomos M/SM. Os
espécimes da EPUEL apresentaram um numero diploide de 2n = 42, cromossomos com
sistema de cromossomos sexuais do tipo XX/XY. Foram localizadas RONs multiplas em até
trés cromossomos, na regido telomérica do brago longo nas duas populagdes, e a coloragdo
com CMA; demonstrou diferentes marcagdes entre populagdes. A distribuicdo da
heterocromatina foi semelhante nos espécimes das duas localidades, sendo encontrada
principalmente na regido pericentromérica, da maioria dos cromossomos e telomérica em
alguns.pares. Bandas-C, coradas com CMA3, evidenciaram dois sitios GC-ricos no brago
longo, proximo ao centromero, em todos os espécimes. Bandas-C coradas com DAPI,

evidenciaram a natureza AT-rica da maioria das heterocromatinas.
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INTRODUCAO

As trairas, Hoplias malabaricus, sdo peixes carnivoros e predadores.
Habitam de preferéncia ambientes lénticos de reservatérios e remansos de tributérios,
normalmente associada a vegetacdo aquatica (Britto, 2003). Junto com os demais peixes da
familia Erythrinidae, estdo inteiramente restritos 8 América do Sul, e distribuem-se na maioria
das bacias hidrograficas desta regido, enquanto que, as demais espécies do género Hoplias
estdo restritas @ pequenas areas. Além disso, representam uma importante fonte de alimento

(Oyakawa, 2003).

Viarios estudos citogenéticos tém sido realizados para entender a grande
diversidade cariotipica da espécie. Tal diversidade cariotipica se associa a diferentes sistemas
de cromossomos sexuais, e estd refletida em sete citdtipos distintos: A) 2n = 42 cromossomos
M/SM; B) 2n = 42 cromossomos M/SM com sistema sexual simples do tipo XX/XY; C) 2n =
40 cromossomos M/SM; D) 2n = 40 cromossomos M/SM para fémeas e 39 para machos, com
sistema sexual X;X;X5X»/X1X,Y; E) 2n= 42 cromossomos com o primeiro par de
cromossomos de grande tamanho e a presenca de um cromossomo acrocéntrico no par
numero 6; F) 2n = 40 cromossomos M/SM sem diferenciacao cromossomica sexual com uma
grande diferenca de tamanho para os dois primeiros pares cromossdmicos; G) 2n = 40
cromossomos nas fémeas e 41 nos machos, ou seja, correspondente a um sistema sexual
multiplo do tipo XX/XY Y, (BERTOLLO et al., 2000). Dentre esses, o sistema XX/XY € o
mais raro, sendo descrito apenas para a populagdo do Parque Florestal do Rio Doce (Born &

Bertollo, 2000) e no primeiro planalto do rio Iguacu (Lemos et al., 2002).

Outra caracteristica importante ¢ a ocorréncia de diferentes citotipos em

simpatria. Nove populacdes de H. malabaricus ja estudadas apresentaram duas formas
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diferentes de citotipos em areas sobrepostas, sem descri¢do de formas hibridas. Dentre essas
populagdes foram evidenciados em simpatria os citotipos A e F (1 populacdo), C e F (1
populacdo), E e G (1 populagdo), A e D (2 populacdes), C e G (2 populagdes), e A e C (2

populacdes) (Bertollo et al., 2000).

O objetivo do presente trabalho foi analisar citogeneticamente exemplares
de H. malabaricus coletados em ambientes de cultivo, caracterizando possiveis diferengas

cariotipicas encontradas nesses animais submetidos ao isolamento em tanques.

MATERIAIS E METODOS

Foram analisados citogeneticamente 21 exemplares de H. malabaricus,
provenientes de reservatorios de pisciculturas pertencentes a UNOPAR (Universidade do
Norte do Parand), Tamarana, Parand(15 exemplares); e EPUEL (Estacdo de piscicultura da

Universidade Estadual de Londrina), Londrina, Parand (8 exemplares);

Para a obtencdo das metafases foram utilizadas as técnicas de air drying
(Bertollo et al., 1978) e cultura de linfocitos (Fenocchio & Bertollo, 1988). Os estudos
cariotipicos seguiram Levan et al. (1964), com algumas modificacdes. As regides
organizadoras de nucléolos foram evidenciadas por meio da técnica de impregnacdo pela
prata (Howell & Black, 1980). Os sitios GC-ricos foram localizados pela Cromomicina Aj;
(Christian et al., 1998). O padriao de distribuicdo da heterocromatina constitutiva foi
determinado pela técnica de Sumner (1972), coradas com Giemsa ¢ com fluorocromos AT e

GC-especificos, DAPI e CMA; respectivamente.
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RESULTADOS

Para a populacio da UNOPAR foram encontrados dois citotipos em
simpatria. Sete exemplares (6 fémeas e 1 macho) apresentaram nimero diploide de 2n = 40
cromossomos m/sm sem diferenciacdo sexual (Fig. la), enquanto que seis exemplares (4
fémeas e 2 machos) apresentaram numero diploéide de 2n = 42 cromossomos m/sm, para
machos e fémeas (Fig.1b). Dois exemplares, um macho e uma fémea, ndo apresentaram

definicdo do numero diploide.

A populacio da EPUEL apresentou um numero dipldide de 2n = 42
cromossomos m/sm, para machos e fémeas. Os machos apresentaram o quinto par
cromossomico do tipo metacéntrico e sem homologo enquanto que nas fémeas isto nao foi

observado, caracterizando um sistema sexual do tipo XX/XY (Fig.2).

A impregnag¢do por nitrato de prata evidenciou trés cromossomos marcados

telomericamente em ambas populagdes (Fig.3).

A colorag@o com fluorocromo GC-especifico (CMAj;) evidenciou diferentes
marcagdes entre as populagdes. Na populacdo da UNOPAR, um cromossomo apresentou uma
forte banda no braco curto, préximo ao centrdmero, € quatro cromossomos com marcas
biteloméricas (Fig.4a). Na populacdo da EPUEL foi observada uma banda pericentromérica

em dois cromossomos submetacéntricos (Fig.4b).

A distribuigdo da heterocromatina foi semelhante nas duas populacdes,
sendo encontrada principalmente na regido centromérica da maioria dos cromossomos e
telomérica em alguns. No quinto par cromossdmico uma banda maior fortemente corada que

se inicia na regido pericentromérica foi observada em todos os citotipos (Fig.4c¢).
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As bandas-C coradas com fluorocromo GC-especifico (CMAs)
evidenciaram dois cromossomos marcados no brago longo, pericentromericamente, nas duas
populacdes (Fig. 4d). Bandas centroméricas e teloméricas AT-ricas foram evidenciadas com o

fluorocromo DAPI (Fig. 4e).

DISCUSSAO

A grande diversidade existente dentro da espécie H. malabaricus, com sete
citotipos caracterizados até o momento, faz com que haja a discussdo sobre a existéncia de um
complexo de espécies (Bertollo et al., 2000). Os numeros dipléide encontrados para a
populacdo da UNOPAR corroboram os dados obtidos por Bertollo et al. (1997) onde foram
analisados exemplares com 2n = 40 cromossomos, ¢ por Lopez & Fenocchio (1994) onde

foram encontradas popula¢des com numeros diploides de 2n =40 e 42 cromossomos.

Viérios estudos dentro da ordem Characiformes revelam a existéncia de
diferentes cariotipos em simpatria, tanto entre espécies diferentes do mesmo género, como em
Schizodon borelli e S. isognathum (Martins & Galetti Jr, 1998) quanto em animais da mesma
espécie, como € o caso de Astyanax scabripinnis (Souza et al., 1995, Maistro et al., 2000). A
populacdo da UNOPAR apresentou dois citotipos em simpatria, 2n = 40 cromossomos € 2n =
42 cromossomos M/SM. A ocorréncia de citotipos em simpatria em H. malabaricus é relatada
na literatura, sendo descrita em nove populagdes, ao longo do territorio brasileiro ¢ na
Argentina. Dentre essas populacdes, duas apresentaram o mesmo caso do presente trabalho,
uma no igarapé¢ Mindi em Manaus/AM e outra no rio Aguapey, Corrientes/Argentina (Lopes

et al.,, 1998, Bertollo et al., 1997, 2000). Em nenhuma das descrigdes foram encontrados
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hibridos, desta forma, ¢ provavel que entre elas deva existir algum tipo de isolamento

reprodutivo, o que ¢ um forte aspecto quanto a caracterizacdo de espécies diferentes.

A ocorréncia de sistemas sexuais € uma caracteristica comum em H.
malabaricus. Porém, dentre esses sistemas sexuais, apenas as populagdes do Parque Florestal
do rio Doce e do primeiro planalto do rio Iguagu, descritas até o momento, apresentaram um
sistema de cromossomos sexuais simples do tipo XX/XY (Bertollo et al., 1979, Born &
Bertollo, 2000, Lemos et al., 2002). O mesmo foi observado para a populacdo da EPUEL,
onde os machos apresentaram um heteromorfismo cromossomico, com o quinto par formado
por um cromossomo metacéntrico de tamanho médio (X) e um submetacéntrico pequeno (Y),

sendo esse ambiente 1éntico também, mas com um volume de 4gua muito menor.

Segundo Bertollo et al. (1996), os Erytrhinidae em geral apresentam as
RON:Ss localizadas em mais de um par cromossoémico, com exce¢do do grupo lacerdae, sendo
que em H. malabaricus ocorre uma predominancia dessas seqiiéncias em regides teloméricas.
Assim como Bertollo et al. (op cit.), Lopez & Fenocchio (1994) também observaram RONs
em ambos os telomeros de alguns cromossomos e, Lopes et al. (1998) observou, além das
RONSs multiplas, uma nica metafase com apenas um cromossomo marcado terminalmente.
Todos os espécimes de H. malabaricus, da populacio da EPUEL e os dois citotipos da
UNOPAR, estudados no presente trabalho, apresentaram as RONs multiplas, localizadas
terminalmente em trés cromossomos. Citdtipos com 40 cromossomos M/SM estudados por
Bertollo et al. (1997) apresentaram até seis cromossomos marcados terminalmente, € os com
42 cromossomos sem diferenciagdo sexual e com sistema XX/XY apresentaram até sete

cromossomos marcados terminalmente e em ambos os teldmeros (Born & Bertollo, 2001).

Essa variacdo no numero esta relacionada com a atividade das proteinas

nucleolares na intérfase precedente. Porém, a variagdo também quanto a localizacdo dessas
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RONs nos trés géneros da familia, demonstra que essas regides passaram por muitas
mudangas durante sua evolucdo cariotipica (Bertollo, 1996). Estudos realizados por Born &
Bertollo (2000) por meio da técnica de FISH, revelaram a presenca de até 10 cromossomos
marcados pela sonda de DNAr 18S, evidenciando sitios adicionais ndo detectados pela

impregnacao por nitrato de prata, inclusive no cromossomo X.

Em muitos peixes, ¢ comum que as regides organizadoras de nucléolos
segjam ricas em GC, e postula-se que isso ocorra devido a posicdo intercalar da
heterocromatina com as RONs (Pendas et al., 1993). Nos exemplares da populacdo da
UNOPAR, um cromossomo apresentou uma forte banda no brago curto, proximo ao
centromero, ¢ quatro cromossomos com marcas biteloméricas. Provavelmente essa marca
unica seja resultante de uma pequena amplificacdo dessa regido ja existente. As marcas
teloméricas sdo discretas ¢ podem ter alguma relacdo com as RONs, porém, na populagido da
EPUEL foi observada uma marca pericentromérica em dois cromossomos submetacéntricos
ndo sendo coincidente com os cromossomos portadores das RONs. Estudos realizados por
Vicari et al. (2005), em H. malabaricus provenientes dos rios Iguagu, Tibagi (regido
centroeste do estado do Parand), Ivai e Ribeira, demonstram a existéncia de dois sitios

CMA;", semelhantes ao encontrados no presente trabalho para a populagio da EPUEL.

A predominancia de bandas-C+ nas regides pericentroméricas na maioria
dos cromossomos e teloméricas em alguns, nos representantes de H. malabaricus das
populagoes da UNOPAR e da EPUEL, corrobora os dados existentes na literatura (Bertollo et
al., 1997), porém, o cromossomo X da populagdo da EPUEL apresentou apenas uma forte
banda heterocromatica na regido pericentromérica, diferentemente da populagao 42 XX/XY ja
estudada por outros autores, que apresentava uma forte banda terminalmente no brago longo

(Born & Bertollo, 2000, 2001). De acordo com Dergam & Bertollo (1990) os Characiformes
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apresentam, em geral, uma predominancia de bandas-C pericentroméricas, e, em peixes como
os Anostomidae (Galetti Jr et al., 1991, Artoni et al., 1999), a distribuicdo dessa
heterocromatina tem sido uma ferramenta importante para a compreensao da organizacao dos

cariotipos.

A natureza quimica dessas bandas-C vem sendo analisada pela coloracao
com fluorocromos base-especificos. Deste modo, bandas que aparentemente sdo homogéneas
pela coloracdo convencional, podem ser classificadas como GC ou AT-ricas, ou entdo como
neutras. A coloragdo da banda-C com o fluorocromo CMAj; evidenciou apenas duas bandas
GC-ricas. Ja a coloracdo com fluorocromo DAPI evidenciou quase todas as bandas
pericentroméricas e alguma teloméricas sendo AT-ricas. Isso demonstra que, em ambas as
populagdes ocorre uma predominancia da heterocromatina rica em AT. Swarca et al. (2003)
aplicando a mesma combinagdo de banda-C e fluorocromos em Steindachneridion sp. e
Ramdia quelen verificaram que o pré-tratamento com hidroxido de bario relaxa a estrutura da

cromatina e aumenta a afinidade dos fluorocromos a essas regides.

Os resultados encontrados no presente trabalho, demonstram a existéncia de
diferentes citotipos de H. malabaricus na bacia do rio Tibagi, que permitem evidenciar dois
citotipos em simpatria para uma populagdo e outra com sistema sexual XX/XY, reforcando a

idéia de que elas sdo espécies diferentes.
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Figura 1: Caridtipos dos exemplares de H. malabaricus da UNOPAR: a) 2n =40
cromossomos; b) 2n = 42 cromossomos.
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Figura 3: Metafases de H. malabaricus impregnadas com nitrato de prata: a) UNOPAR;
b)EPUEL. As setas indicam as RONS.
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corada com CMA;; e) banda-C corada com DAPI.
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CROMOSSOMOS Y DISTINTOS NO SISTEMA SEXUAL X;X;X;X»/X;X;Y EM
DIFERENTES POPULACOES DE Hoplias malabaricus DO MEDIO
PARANAPANEMA.*

* Este artigo sera submetido ao periodico Heredity
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RESUMO

Quatro populagdes de H. malabaricus provenientes da bacia do médio Paranapanema foram
estudadas citogeneticamente. Em todas as populagdes, o nimero dipldide encontrado foi de
2n= 40 cromossomos M/SM para fémeas e 2n= 39 cromossomos M/SM para machos,
evidenciando um sistema sexual multiplo do tipo X;X;XoX,/X;X,Y. As andlises por
impregnacao pela prata revelaram RONs multiplas com variacdo intra e inter populacional. A
coloragdo com CMA; evidenciou diferentes quantidades de blocos GC-ricos entre as
populagoes: um par cromossomico com um bloco intersticial nas populagdes do rio Vermelho,
ribeirdo Trés Bocas e rio Paranapanema; e trés cromossomos com blocos intersticiais na
populacdo de Rancho Alegre. Os blocos heterocromaticos evidenciados pelo bandamento-C
localizaram-se na regido centromérica de todos os cromossomos e telomérica de alguns. Um
par cromossOmico apresentou uma forte banda no brago longo, a partir do centromero,
evidenciando o cromossomo X;. O cromossomo Y de Rancho Alegre apresentou grandes
blocos heterocromaticos, do rio Vermelho pequenos blocos heterocromaticos e, as duas outras
populacdes ndo apresentaram blocos intersticiais. Nas quatro popula¢des apenas um par
cromossOmico apresentou bandas C/CMA;", o restante das bandas centroméricas sio AT-
ricas. Através da morfologia e da estrutura quimica do cromossomo Y foi possivel diferenciar

as populagoes.
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INTRODUCAO

Ha muito para se saber sobre a determinacdo sexual em peixes. Existem
familias de peixes de agua doce, como Cichlidae e Curimatidae, que nao apresentam, em
muitos estudos realizados até o presente, cromossomos sexuais visiveis, sendo que essas
familias demonstram uma constancia no niumero cromossomico e¢ fundamental, exibindo um

padrio conservativo de evolugao cariotipica (Molina, 1995; Martins et al., 1995).

De acordo com Moreira-Filho et al. (1993) as pesquisas sobre cromossomos
sexuais tem aumentado nos Gltimos anos com a descri¢cdo de varios sistemas em diferentes
espécies. A grande diversificagdo entre os peixes faz com que diferentes sistemas de
determinagdo sexual sejam observados. Dentre os sistemas sexuais simples, sdo descritos os
sistemas XX/XY para Eigenmannia vierescens, Pseudotocinclus tietensis, Poecilia reticulata
e Hoplias malabaricus; ¢ ZZ/ZW para varias espécies de Anostomidae, Characidae, uma
espécie de Parodontidae, Prochilodontidae, Loricariidae e Poecilidae. Os sistemas sexuais
multiplos também sdo encontrados em diferentes espécies, sendo esses do tipo

X]XIXZXZ/XIXZY, XX/XY1Y2 € ZZ/ZW1W2 (Almeida—Toledo € FOI'CSti, 2001)

Na espécie Hoplias malabaricus ocorrem diferentes formas de diferenciacao
sexual cromossomica. Existem relatos de populagdes sem cromossomos sexuais detectaveis,
sistemas sexuais simples do tipo XX/XY, e sistemas sexuais multiplos dos tipos XX/XY;Y> e
X1 X1 XX/ X1X,Y (Bertollo et al., 2000). E importante salientar que o sistema sexual XX/XY
teria surgido por um processo de heterocromatinizacdo na diferenciacdo dos homologos,
enquanto que os sistemas multiplos provavelmente surgiram por rearranjos, como inversoes

pericéntricas e translocagdes (Bertollo et al. 1997; Ameida-Toledo e Foresti, 2001).
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Neste trabalho, ¢ demonstrada a estrutura cariotipica, a evidéncia de sistema
de cromossomos sexuais ¢ localizacdo da heterocromatina em exemplares de H. malabaricus,

pertencentes a diferentes localidades da bacia do médio Paranapanema.

MATERIAIS E METODOS

As coletas de Hoplias malabaricus foram feitas em quatro locais diferentes
na bacia do médio Paranapanema: a) rio Vermelho — Bela Vista do Paraiso/PR (3 fémeas e 2
machos); b) Rancho Alegre/PR (2 fémeas e 2 machos); ¢) Ribeirdo Trés Bocas — Londrina/PR

(3 fémeas e 2 machos); e d) rio Paranapanema — Iep&/SP (3 machos).

Os cromossomos metafasicos foram obtidos por meio das técnicas de air
drying (Bertollo et al., 1978) e cultura de linfocitos (Fenocchio e Bertollo, 1988). Os
cromossomos foram caracterizados de acordo com Levan et al. (1964), com algumas
modificacdes. A técnica de impregnagdo por nitrato de prata foi empregada para a localizagdo
das regides organizadoras de nucléolos (Howell e Black, 1980). Os blocos GC-ricos foram
evidenciados pela coloragcdo com fluorocromo Cromomicina Az (Christian et al., 1994). O
padrao de distribui¢ao da heterocromatina constitutiva foi determinado pela técnica de Banda-
C (Sumner, 1972). A natureza quimica das bandas-C foi determinada por meio da coloracdo
com fluorocromos AT e GC-especificos, DAPI e CMA; respectivamente, apos o bandamento-

C.
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RESULTADOS

Coloragdo convencional por Giemsa

As populagdes do rio Vermelho, Rancho Alegre, ribeirdo Trés Bocas e rio
Paranapanema, apresentaram um niimero dipldide de 2n = 40 cromossomos para fémeas e 2n
= 39 cromossomos para os machos (Fig. 1), todos do tipo m/sm, caracterizando um sistema

sexual do tipo XXX, Xo/X 1 X, Y (Fig. 2).

Impregnacdo pelo nitrato de prata

Para a populagdo do rio Vermelho foram localizados até 6 cromossomos marcados
terminalmente. Os nucleos apresentaram até 5 nucléolos evidenciados (Fig. 3a e b,
respectivamente). Nos exemplares pertencentes a populacdo de Rancho Alegre até 5
cromossomos apresentaram-se impregnados pela prata. Nesta populacdo os nucleos
apresentaram até 9 marcas (Fig. 3c e d, respectivamenete). Na populacdo do ribeirdo Trés
Bocas também foram evidenciados até 5 cromossomos marcados, porém os nucleos
apresentaram até 7 nucléolos evidenciados (Fig. 3e e f, respectivamente). Nos individuos do
rio Paranapanema foram localizadas 9 marcas teloméricas em 9 cromossomos, os nucleos

apresentaram 13 marcas impregnadas pela prata (Fig. 3g e h, respectivamente).

Fluorocromos base-espcificos

Nas populagdes do rio Vermelho, ribeirdo Trés Bocas e rio Paranapanema foi observada
uma marca pericentromérica em dois cromossomos submetacéntricos (Fig. 4a). Ja na
populagdo de Rancho Alegre, foram observados trés cromossomos submetacéntricos com

marcas pericentroméricas (Fig. 4b).
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Bandamento-C

Todas as populagdes apresentaram uma distribuigdo semelhante da heterocromatina.
Esta se concentrou principalmente na regido centromérica da maioria dos cromossomos e
telomérica em alguns. Todas as populagdes apresentaram, no brago longo do sexto par
cromossomico, um bloco maior fortemente corado que se inicia na regido pericentromérica.
Este cromossomo corresponde ao X, enquanto que o X, ndo apresentou nenhuma marcagao

que o caracterizasse, sendo apenas evidenciado por meio de sua forma e tamanho (Fig. 5a).

Nos machos da populacdo do rio Vermelho o cromossomo Y apresentou pequenos
blocos heterocromaticos nos telomeros, centrdmeros e no braco longo (Fig. 5b). Os machos
de Rancho Alegre, apresentaram o cromossomo Y com uma forte banda no brago curto
proxima ao centromero, e duas bandas uma relativamente grande e outra menor no bracgo
longo (Fig. 5¢). Nos machos do ribeirdo Trés bocas e do rio Paranapanema as bandas no

cromossomo Y foram apenas pericentroméricas (Fig. 5d e e).

A coloragdo das bandas-C com fluorocromo GC-especifico (CMAj)
evidenciou dois cromossomos marcados no brago longo, proximo ao centromero, em todas as
populacdes (Fig. 5f). As demais bandas foram evidenciadas com fluorocromo AT-especifico

DAPI (Fig. 5g).
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DISCUSSAO

Os dados citogenéticos apresentados neste trabalho, com a existéncia de um
citotipo com 2n = 40 cromossomos para as fémeas e 39 cromossomos para os machos,
evidenciam um sistema sexual multiplo do tipo X;X;X,X5/X;X,Y, de modo a concordar com
o citotipo D encontrado em dez populacdes de Hoplias malabaricus ja estudadas (Bertollo et
al., 2000). E importante lembrar que a formula cariotipica da populagdo do ribeirdo Trés
Bocas ja havia sido descrita por Bertollo ef al. (2000), porém ndo foram realizadas outras

técnicas citogenéticas na mesma.

Outras espécies de peixes apresentam o mesmo tipo de sistema sexual.
Dentro da ordem Gymnotiformes sao relatados em Eignmannia (Almeida-Toledo et al., 1984,
2000) e Gymnotus (Silva; Margarido, 2005). Outros casos ocorrem em Brachyhypopomus e
em uma espécie de Cyprinodontidae ¢ de Goodeidae (Almeida-Todeldo; Foresti, 2001). Ja na
familia Erythrinidae, além do género Hoplias, o mesmo tipo de sistema sexual foi evidenciado
no género Erythrinus. De seis populagdes pertencentes a espécie E. erythrinus analisadas
citogeneticamente, trés apresentaram sistema sexual X;X;X,Xy/X1X,Y (Bertollo et al., 2004).

Esses dados demonstram que esse tipo de determinacdo sexual ¢ comum dentro da familia.

Bertollo et al. (1997), por meio do estudo com bandas-C, G, e bandas de
replicagdo, identificaram os rearranjos que permitiram a formagdo desse tipo de sistema
sexual em H. malabaricus. Um evento de translocagdo foi associado com a origem do sistema

sexual, onde o cromossomo Y apresentou similaridade com os cromossomos X; ¢ X».

Assim como em Astyanax scabripinnis, onde as RONs apresentam uma
grande variagdo, tanto inter quanto intrapopulacional (Mizoguchi; Martins-Santos, 1998), os

representantes das quatro populagdes de H. malabaricus da bacia do médio Paranapanema
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apresentaram a mesma variagdo. Diferengas no nimero das RONs entre as populagdes reflete
uma caracteristica importante entre os representantes do género Hoplias, podendo variar entre
individuos da mesma espécie com localizagdo nas regides teloméricas dos cromossomos.
Variacdo no nUmero, assim como uma constancia dentro de certas populacdes, pode

representar uma caracteristica populacional(Bertollo, 1996).

A contagem dos nucléolos auxiliou na determinacdo das RONs, pois em
alguns casos, como na populagdo de Rancho Alegre, ribeirdo Trés Bocas e rio Paranapanema,
o numero maior de nucléolos em relacdo as RONs encontradas nas metafases, indica sitios
adicionais ndo evidenciados nos cromossomos metafasicos. Além disso, em Erythrinidae ha
uma caracteristica que dificulta a visualiza¢do e conseqiiente contagem das RONSs, pois elas
apresentam um tamanho reduzido que, em alguns casos, assemelham-se a pequenos pontos

(Bertollo, 1996).

Segundo Schimid (1980), os fluorocromos GC-especificos em peixes e
anfibios, evidenciam as regides organizadoras de nucléolos independentemente da atividade
transcricional. Entretanto, outras seqiiéncias cromossdmicas ricas em sitios GC podem ser
também evidenciadas por fluorocromos. Diferentemente de outras espécies de peixes como
Parodon (Vicente et al., 2001), Apareiodon (Jesus e Moreira-Filho, 2000), Brycon e Salminus
(Margarido e Galetti Jr, 1999), entre outros, H. malabaricus ndo apresentou similaridade das
RONs com os sitios ricos em GC. Esse sitios localizaram-se igualmente em dois
cromossomos submetacéntricos nas populagdes do rio Vermelho, ribeirdo Trés Bocas ¢ rio
Paranapanema. O mesmo foi observado em exemplares da mesma espécie provenientes dos
rios Iguagu, Tibagi (regido centroeste do estado do Parand), Ivai e Ribeira (Vicari et al.,

2005). Na populagio de Rancho Alegre, foram observados trés cromossomos
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submetacéntricos com marcas pericentroméricas. Essa diferenciacdo, talvez possa ser

proveniente de uma pequena amplificagdo de um segmento rico em GC pré-existente.

A heterocromatina ¢ composta por um material densamente condensado
tipicamente localizado nas regides teloméricas e pericentroméricas dos eucariotos superiores
(Zhimulev e Belyaeva, 2003). Isso foi observado para todas as populagdes de H. malabaricus
do médio Paranapanema, sendo essas bandas bem evidentes nessas regides. A localizacdo
dessas bandas corrobora outros estudos que revelam essa caracteristica para a espécie. Nesse
caso, as bandas teloméricas podem coincidir com as RONSs, ja que estas também sdo
teloméricas e multiplas (Bertollo et al., 1997; Vicari et al., 2003). A coloragdo da banda-C
com o fluorocromo GC-especifico CMAj3 evidenciou apenas duas bandas ricas em bases GC,
ja a coloragdo com fluorocromo DAPI evidenciou a maioria das bandas pericentroméricas e
alguma teloméricas, ou seja, em todas as populagdes, as regides pericentroméricas
heterocromaticas sdo ricas em AT. Esse tipo de coloracdo vem sendo empregada para a
determinagdo da natureza quimica dessas bandas, de modo a diferenciar bandas que sdo

homogéneas quando observadas na coloragdo com Giemsa (Swarga et al., 2003).

Todas as populagdes apresentaram uma forte banda heterocromatica no
sexto par cromossdmico, que se inicia na regido pericentromérica e prolonga-se pelo brago
longo. Esse cromossomo corresponde ao X;. O padrdo de distribui¢do da heterocromatina no
cromossomo Y dos machos de Rancho Alegre, ¢ semelhante ao descrito para a populagdo do
rio Mogi Guacu (Bertollo ef al., 1997), com fortes blocos heterocromdticos distribuidos nas
regides centromérica e intersticiais. Na populacdo do rio Vermelho, o cromossomo Y
apresentou pequenos blocos heterocromaticos em ambos os bragos, sendo no brago longo na
posigdo intersticial e no braco curto proximo ao centromero, além das bandas teloméricas.

Este pode estar em inicio do processo de heterocromatinizagdo. Os individuos do ribeirdo
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Trés Bocas e do rio Paranapanema ndo apresentam blocos heterocromaticos nos bragos do

cromossomo Y, apresentando somente a marcagdo centromérica.

Os processos de heterocromatinizagdo estdo provavelmente associados com
a diferenciagdo de sistemas sexuais. Varias familias de peixes, com sistema ZZ/ZW
apresentam essa heterocromatinizacdo diferencial em cromossomos sexuais, dentre elas
Anostomidae (Galetti Jr e Foresti, 1986), Loricariidae (Andreata et al., 1993) e Parodontidae
(Moreira-Filho et al., 1993). No caso das populacdes de H. malabaricus analisadas,
possivelmente o cromossomo Y esteja em processo de heterocromatiniza¢do diferenciado,
onde a populacdo de Rancho Alegre apresenta uma situagdo mais avangada e onde ribeirdo

Trés Bocas e Paranapanema o processo nao se iniciou.

Por outro lado, as populagdes apresentam formas diferentes do cromossomo
Y, devido principalmente a rearranjos estruturais ocorridos. Levando-se em consideragdo a
distribuicdo da heterocromatina e a morfologia dos cromossomos Y observados, eles

apresentaram diferencas bastante acentuadas, discriminando cada populagao.
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Figura 1: Caridtipo dos exemplares de H. malabaricus da populagdo do rio Vermelho: a)
fémea; b) macho.

73



74

: "‘1 I“'ﬂ * §2

IS ‘% AQ KL X2 38 % B3 an

) 10 11 12 13 14 156 16

I8 AP K& = )

LI 18 19 20
Xy ¥

b BAKANSAEIA X 8% an

MISM AR KN AN B A A Bx Ax
) 10 11 12 13 14 15 16

AR =m R » ) |
LI 16 19 20
Xy ¥

¢
“ l) .'“l’l K ¥ =»xn
1 2 3 A4 5 :I T &

MISM BA M BA A% A% B8 29 En
a2 10 11 12 13 14 15 18
e &

Figura 2: Cari6tipos dos machos de H. malabaricus: a) Paranapanema; b) Rancho Alegre; c)
ribeirdo Trés Bocas.



75

7 -
g . : ‘
& 'l",
. -
b - .
a - b .

Figura 3: Metafases e nucleos de H. malabaricus marcados por AgNOs: a e b) rio Vermelho;
c e d) Rancho Alegre; ¢ e f) ribeirdo Trés Bocas; g e h) rio Paranapanema.



76

Figura 4: Blocos GC-ricos evidenciados pela CMA3: a) rio Vermelho, ribeirdo Trés Bocas e
rio Paranapanema; b) Rancho Alegre.
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Figura 5: a) Banda-C dos exemplares de H. malabaricus de diferentes populacdes; b)
cromossomo Y dos machos do rio Vermelho; ¢) cromossomo Y dos machos de
Rancho Alegre; d) cromossomo Y dos machos do ribeirdo Trés Bocas; e)
cromossomo Y dos machos do rio Paranapanema; f) banda-C corada com CMA3;

g) banda-C corada com DAPI.
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RESUMO

Analises morfométricas foram feitas em 40 exemplares de H. malabaricus provenientes de
seis populagdes diferentes da regido média da bacia do Paranapanema. Também foram feitas
medi¢des em um exemplar proveniente do Suriname. Vinte varidveis morfoldgicas foram
avaliadas. Com essas medidas foi realizada a andlise das varidveis candnicas e a andlise de
proporgdes em relagdo ao comprimento padrdo e ao comprimento da cabega. As medidas mais
contrastantes entre os exemplares foram o COM (comprimento do osso maxilar) e a DPD
(distancia pré-dorsal). A anélise das variaveis canonicas evidenciou a formacao de trés grupos
distintos formados por: (1) ribeirdo Trés Bocas; (2) Rancho Alegre + rio Vermelho +
UNOPAR; e (3) EPUEL + rio Paranapanema. Os valores apresentaram 79,38% de
proximidade ao eixo canonico 1. A analise da tabela de propor¢des evidenciou uma grande
diferenca entre as populacdes e destas com o do Suriname. O fato desta ltima apresentar-se

diferente das demais reforca a idéia de que elas ndo pertencem a espécie H. malabaricus.

Palavras-chave: Hoplias malabaricus, complexo de espécies, morfometria, variaveis

candnicas, propor¢des corporais.
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INTRODUCAO

A familia Erythrinidae ¢ relativamente pequena entre os Characiformes.
Seus representantes, em geral, sdo predadores de habito carnivoro. Apresentam o corpo
grosso, nadadeira caudal arredondada, dentes caniniformes na maxila superior e inferior,
alguns muito pequenos no palato e algumas vezes sobre a lingua. Nao possuem nadadeira

adiposa nem fontanela (Britski ef al., 1988).

E uma familia composta por trés géneros distribuidos na regidio neotropical
e endémicos a regido neotropical: Erythrinus Scopoli, 1777; Hoplerythrinus Gill, 1896 e
Hoplias Gill, 1903. Erythrinus e Hoplerythrinus sdo conhecidos popularmente por “jejus”. O
género Hoplerythrinus ¢ composto por trés espécies: H. cinereus Gill, 1858; H. gronovii
Valenciennes, 1847; e H. unitaeniatus Agassiz, 1829, que possuem uma ampla distribuicdo na
regido neotropical, com habito de vida mais sedentéario e ndo migrador, formando populacdes
isoladas, muitas vezes em lagos e/ou lagoas marginais. E um género facilmente distinguivel
dos demais da familia, por apresentar uma mancha em forma de ponto na regido postero-
dorsal do opérculo e uma listra preta ao longo do corpo. O género Erythrinus é representado
pelas espécies E. erythrinus Bloch & Schneider, 1801 e E. kessleri Steindachner, 1876; ¢
distribuem-se na América do Sul e nos rios brasileiros do estado da Bahia, respectivamente

(Oyakawa, 2003; Bertollo et al., 2004).

O género Hoplias compreende os animais conhecidos como trairas e
trairdes. Se distingue dos outros dois da familia por apresentar dentes caninos no maxilar e na
porg¢do anterior e posterior do dentario. Possuem a nadadeira ventral com oito raios ¢ a anal
com 10 a 12 raios (Britski ef al., 1988). De acordo com Oyakawa (2003) o género Hoplias ¢

composto por nove espécies morfologicamente semelhantes: H. aimara Valenciennes, 1847;
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H. brasiliensis Agassiz, 1829; H. lacerdae Miranda Ribeiro, 1908; H. macrophthalmus
Pellegrin, 1902; H. malabaricus Bloch, 1974; H. microcephalus Agassiz, 1829; H. microlepis

Giinther, 1864; H. patana Valenciennes, 1847 e H. teres Valenciennes, 1847.

H. malabaricus ocorre em rios de quase todo territério sulamericano. Sao
encontrados na Argentina, Bolivia, Brasil, Colombia, Costa Rica, Equador, Guiana Francesa,
Guiana, Paraguai, Peru, Suriname, Trinidad e Tobago, Uruguai e Venezuela, sendo a

localidade-tipo da espécie no Suriname (Oyakawa, 2003).

A espécie H. malabaricus tem sido alvo de uma gama de estudos
moleculares e citogenéticos. Esses estudos revelam uma grande diversidade cariotipica, com
sete citotipos descritos até o momento (Bertollo et al., 2000), de forma que é sugerido a
existéncia de um complexo de espécies. Assim, este trabalho tem por objetivo analisar
morfometricamente exemplares de H. malabaricus provenientes de diferentes locais da bacia
do médio Paranapanema, apresentando as diferengas entre as populacdes ¢ fornecendo base

para essas discussoes.

MATERIAIS E METODOS

Os exemplares de Hoplias aff. malabaricus foram coletados em diferentes
locais da regido média da bacia do rio Paranapanema: a) sistema hidrico do rio Claro
(UNOPAR) — Tamarana/PR (15 exemplares); b) EPUEL — Estacdo de piscicultura da UEL —
Londrina/PR (8 exemplares); ¢) rio Vermelho — Bela Vista do Paraiso/PR (5 exemplares); d)
Rancho Alegre/PR (4 exemplares); ¢) ribeirdo Trés Bocas — Londrina/PR (5 exemplares); f)
rio Paranapanema — Iepé/SP (3 exemplares), € um exemplar de H. malabaricus proveniente

do Suriname.
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Foram avaliadas 20 varidveis morfologicas, tomadas ponto a ponto do lado
esquerdo do animal, as medidas foram feitas com o auxilio de paquimetro digital, com
precisdo de 0,01 mm. As abreviagdes das medidas foram: comprimento padrdo (CP);
comprimento da cabeca (CC); comprimento do tronco (CT); altura da cabeca (AC);
comprimento do focinho (CF); largura do focinho (LF); didmetro orbital (DO); espaco
interorbital (EIO); comprimento do osso maxilar (COM); comprimento da nadadeira peitoral
(CNP); comprimento da nadadeira ventral (CNV); comprimento da nadadeira anal (CNA);
comprimento da base da nadadeira anal (CBA); comprimento da base da nadadeira dorsal
(CBD); distancia pré-ventral (DPV); distancia pré-dorsal (DPD); distancia pré-anal (DPA);
altura do pedunculo caudal (APC); comprimento do pedunculo caudal (CPC); distancia da

linha lateral a base da nadadeira dorsal (LLBD).

Para a andlise das variaveis canodnicas foi utilizado o programa estatistico

PaSt (Paleontological Statistics).

Algumas medidas foram expressas em porcentagem com relagdo ao
comprimento padrao, e as medidas da cabeca foram expressas em porcentagem com relacdo

ao comprimento da cabeca.

Os cromossomos mitoticos foram obtidos de células renais e submetidos a
técnica de air drying (Bertollo et al., 1978) e por cultura de linfécitos (Fenocchio; Bertollo,
1988). Os cromossomos foram classificados como metacéntricos (m), submetacénticos (sm),
subtelocéntricos (st) e acrocéntricos (a), de acordo com a relagdo dos bragos (Levan et al.,

1964).
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RESULTADOS

Os dados morfométricos de Hoplias aff. malabaricus estio expressos na

tabela 1. As medidas mais contrastantes entre os exemplares foram o COM e a DPD.

A andlise das varidveis candnicas evidenciou a formacgdo de trés grupos
distintos formados por: (1) ribeirdo Trés Bocas; (2) Rancho Alegre + rio Vermelho +
UNOPAR; e (3) EPUEL + rio Paranapanema. Os valores apresentaram 79,38% de

proximidade ao eixo canodnico 1 (Fig. 1).

A analise da tabela de propor¢des evidenciou uma grande diferenca entre as
populacdes e principalmente diferengas das popula¢des com o tipo. O exemplar proveniente
do Suriname ndo demonstrou diferencas em relacdo as populagdes quanto ao CC, CF, EIO,
AC, CNP, e LLBD. As outras 16 medidas foram contrastantes na maioria das populacdes

(Tabela 2).

Nos estudos citogenéticos foram encontrados para a populagdo do rio Claro
(UNOPAR) dois citotipos em simpatria. Sete exemplares (6 fémeas e 1 macho) apresentaram
numero diploéide de 2n = 40 cromossomos M/SM. Enquanto que seis (4 fémeas e 2 machos)
exemplares apresentaram numero diploide de 2n = 42 cromossomos M/SM para machos e
fémeas. A populacdo da EPUEL apresentou um numero dipléide de 2n = 42 cromossomos
M/SM para machos e fémeas. As fémeas apresentaram o quinto par cromossémico composto
por dois cromossomos metacéntricos de tamanhos iguais enquanto que os machos
apresentaram somente um cromossomo médio no quinto par € um Cromossomo

submetacéntrico de tamanho pequeno.

As populagdes do rio Vermelho, Rancho Alegre, ribeirdo Trés Bocas e rio

Paranapanema, apresentaram um numero diploide de 2n = 39 cromossomos para os machos e
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2n = 40 cromossomos para fémeas, todos do tipo M/SM. Sendo que na populagdo do rio
Paranapanema foram coletados apenas machos, apresentando sistema sexual do tipo

XXX Xo/ X1 XoY.

DISCUSSAO

Os animais pertencentes a Ordem Characiformes sdo, dentre os
Ostariophysis, os peixes com maior diversidade morfoldgica. Eles apresentam um grande
desenvolvimento do formato do corpo, estruturas maxilares, denticdo e anatomia interna. Essa
diversidade morfologica, associada a outros fatores, tem sido uma fonte valiosa de
informagdes quanto a questdo filogenética. Porém, essa amplitude da variacdo morfologica
também dificulta os estudos sobre a ordem, ja que se estima que ela seja composta por mais
de 1300 espécies. Os parentescos da ordem sdo pobremente conhecidos, e devido a esse fato a
monofilia de muitos grupos ¢ incerta. Porém, sabe-se que uma evolucdo convergente ¢é
comum, ¢ as classificacdes destes animais sdo feitas entdo com base em revisdes sobre a

descricao das familias (Nelson, 1994).

Por ser um grupo de peixes estritamente de dgua doce, os Characiformes
tem se tornado ao longo do tempo um foco interessante nas hipdteses sobre a historia da
biogeografia da fauna de agua doce. Uma grande evidéncia esté ligada ao fato de que eles sao
fisiologicamente vulneraveis a agua salgada, por isso acredita-se que a dispersdo
transocednica nao tenha ocorrido nesse grupo. Devido a sua localizagdo nas regides africana e
neotropical, deduz-se que eles tenham surgido no periodo anterior a separagao da Gonduana,

ou seja, aproximadamente 115-100 milhdes de anos atras (Buckup, 1998).
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A morfometria constitui uma ferramenta importante na extragdo de
informagdes sobre materiais e processos biologicos, sendo uma caracterizagdo quantitativa,
analise e comparagdo da forma biologica (Roth; Mercer, 2000). Essas comparacdes
normalmente avaliam a variacdo morfométrica dentro das populacdes, e sua relagdo entre as
populacdes, de modo a relacionar a variagdo ambiental e diferenciacdo fenotipica (Reis,
1988). O estudo realizado nos exemplares de Hoplias aff. malabaricus provenientes da regido
média da bacia do rio Paranapanema, apresentou diferencas entre as populacdes nos dois tipos

de analise feitas nos dados morfométricos obtidos.

Na analise das variaveis canonicas a formacao de trés grupos distintos com
relacdo ao eixo canodnico 1, separados de acordo com a constituicdo do ambiente onde foram
coletados. O grupo 1 é formado por animais provenientes do ribeirdo Trés Bocas, sendo este
um local de corredeiras. Ja o grupo 2, composto pelas populagdes de Rancho Alegre, rio
Vermelho e UNOPAR, apresentou caracteristicas semi-loticas, e o grupo 3, formado pela

EPUEL e pelo rio Paranapanema, foi coletado em ambientes 1énticos.

A andlise discriminante independente do tamanho, ou variaveis canonicas,
permite realizar inferéncias acerca da semelhanga existente entre esses grupos previamente
estabelecidos, assim, ¢ possivel determinar a probabilidade de determinado individuo
pertencer a um grupo (Peres-Neto; 1995). A proximidade de 79,38% dos valores ao eixo
candnico 1, reforca a idéia de que essas populagdes formam grupos distintos. As
caracteristicas que mais contribuiram para essa similaridade e conseqiiente diferenciagdo das
populagoes foram o COM e a DPD. Estudos realizados em Astyanax scabripinnis revelam que
a aplicagao deste tipo de analise contribui para a diferenciagdo desses grupos, os quais foram

perfeitamente diferenciados, uns dos outros (Mizoguchi; Martins-Santos, 1998).
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A andlise das proporc¢des corporais relativas ao comprimento padrdo e o
comprimento da cabeca pode constatar as diferencas existentes entre as populagdes. Todas
elas diferiram entre sim em varias caracteristicas, e também diferiram com relagdo ao tipo.
Apenas seis caracteristicas sobrepuseram seus valores de amplitude, e a sobreposi¢do dessas
caracteristicas (CC, CF, EIO, AC, CNP, e LLBD) ¢ pequena se comparada ao total de 25
relacdes estabelecidas. O contraste de todas essas outras medidas em pelo menos uma

populacdo demonstra a grande discrepancia entre elas.

Estudos citogenéticos realizados por Bertollo et al. (1997) na populagdo
proveniente do Suriname, revelaram a presen¢a de um citdtipo com 40 cromossomos M/SM
para machos e fémeas, sendo o primeiro par cromossdmico maior e seguido dos demais

cromossomos do complemento.

Citétipos em simpatria sdo descritos dentro de H. malabaricus. Na
populagdo do rio Claro, a presenca de nimeros diploides de 2n = 40 cromossomos ¢ 2n = 42
cromossomos ¢ descrita por Bertollo et al. (2000) como citétipos C e A, respectivamente. Ja o
citotipo encontrado na populagdo da EPUEL ¢ o mais raro, descrito apenas para a populagao
do Parque Florestal do Rio Doce, a qual possui uma ambiente semelhante ao encontrado para

esta populagao, sendo considerado assim como o citotipo B (Bertollo et al., 2000).

Outro citdtipo, também composto por sistemas sexuais, porém multiplo, do
tipo XX XuXo/X1X,Y, foi encontrado nas populagdes do rio Vermelho, Rancho Alegre,
ribeirdo Trés Bocas e rio Paranapanema. Esse citotipo ¢ classificado, de acordo com Bertollo

et al. (2000), como citdtipo D.

O aumento no numero de individuos coletados nesses locais do médio

Paranapanema, bem como o aumento na amostragem dos exemplares provenientes do
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Suriname, fornecerd uma base maior para a confirmacdo dessa hipdtese, ou seja, a
diferenciagdo de todas essas populagdes, em relagdo ao tipo proveniente do Suriname reforga

a idéia de que elas ndo pertencem a espécie H. malabaricus.
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Tabela 1 : Medidas corporais dos exemplares de Hoplias aff. malabaricus e suas relagdes
com as variaveis candnicas 1 (CV1) e 2 (CV2). Os numeros em destaque sdo as
medidas mais contrastantes entre os exemplares.

Medidas CV1 CV2
Cp 0.17869 0.081423
CC -0.00956 0.13931
CT 0.024676 -0.10447
AC -0.09149 0.45119
CF -0.23477 0.22395
LF 0.29007 -0.01184
DO -0.2477 -0.24706
EIO -0.02653 0.082529
COM 0.64405 0.050217
CNP -0.08505 0.019119
CNV 0.26572 0.13552
CNA 0.10459 0.1182
CBA -0.06149 -0.02228
CBD -0.10838 -0.15349
DPV 0.1958 -0.30545
DPD -0.3078 0.3925
DPA 0.29111 0.18419
APC 0.13663 0.4456
CPC 0.003494 -0.31592

LLBD -0.04549 0.049048
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Figura 1: Grafico resultante da andlise das variaveis candnicas dos dados, demonstrando a
formacao de diferentes grupos: a) ribeirdo Trés Bocas (verde); b) Rancho Alegre

(azul) + rio Vermelho (rosa) + UNOPAR (marrom); e c¢) EPUEL (preto) + rio
Paranapanema (vermelho).
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Tabela 2.: Caracteres morfométricos e suas medidas relativas de Hoplias malabaricus.
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EPUEL Rio Claro Rio Vermelho Rancho Alegre ribeirdo Trés Bocas rio Paranapanema Suriname
Variagdo média variagdo média variagdo média + variagdo média £ Variagio média + variagdo média medidas
desvio desvio desvio desvio desvio desvio
padrdo padrdo padrdo padrio padrao padrdo
Comprimento Padrdo 192.8 - 2257+ 144,1 - 1784 + 147,4 - 193,7 190,7 - 1953 £4,7 94,8 - 122,0 £ 90,6 - 169,3 + 268,4
240,1 22,1 212,5 21,6 245,5 36,0 200,1 141,6 19,6 2223 69,5
Comprimento da 61,4-720 672+4,7 459-653 556+6,5 483-745 618+95 578-61,5 60,1+2,0 304-441 387+58 30,45 - 51,83 + 85,71
Cabega 66,85 19,0
Medidas Relativas ao Comprimento da Cabeca
Altura da Cabega 450-482 465+1,3 423-490 46,7+2,2 459-53 503+2,6 49,7-545 52,1+23 46,8-51,5 495+23 434-51,8 48,1+43 44,6
Comprimento do 24,1 -28,6 264+22 23,1-27,1 248+1,0 25-28 26,7+1,2 248-26 256+0,9 239-268 250+1,3 251-272 26,1+1,1 25,4
Focinho
Largura do Focinho 424-46,3 443+1,8 38,6-451 419+2,1 44,6-48,6 460+1,6 452-474 468+1,7 39,8-446 42,1+2,6 432-454 445+1,1 31,8
Diametro orbital 154-16,7 16,1+0,6 150-183 16,6+1,0 142-172 153+12 149-152 150+0,3 174-219 188+2,0 14,6-21,1 172+35 14,4
Espago interorbital 28,6-31,0 30,012 26,7-292 276+0,7 25-32,7 296+29 285-31,1 299+13 253-464 320%9,7 23,7-30,7 27,5+35 29,1
Comprimento do osso 50,8-57,9 54,6+3,7 39,7-444 419+13 405-432 421+1,0 398-413 406+12 355-403 380422 556-56 557402 52,2
maxilar
Medidas Relativas ao Comprimento Padrao
Comprimento da cabe¢a 28,0-31,8 298+1,6 294-329 312+ 0,8 304-331 320+1,2 303-31,5 308+0,6 31,1-323 31,7+0,6 29,9-33,6 31,2+2,1 31,9
Comprimento do 656-72,6 69,6+3,0 673-719 688+1,6 666-693 682+1,0 698-70,7 704+04 668-733 698+28 687-731 71,0+22 67,3
Tronco
Altura da cabega 13,1-14,5 139+0,7 13,0-154 146+0,8 151-168 16,1+ 08 151-16,6 160+0,8 14,6-165 157+0,8 14,6-155 149+04 14,3
Comprimento do 6,7-8,4 79+ 0,8 7,2-8,6 7,7+ 0,3 8,1-93 8,6+0,5 7,5-8,2 7,9+£0,3 7,6 -84 79+£04 7,5-8,.8 8,1£0,6 8,1

Focinho
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Largura do Focinho
Diametro orbital
Espago interorbital
Comprimento do osso
maxilar
Comprimento da
nadadeira peitoral
Ccomprimento da
nadadeira ventral
Comprimento da
nadadeira anal
Comprimento da base
da nadadeira anal
Compriemnto da base
da nadadeira dorsal
Distancia pré-ventral
Distancia pré-dorsal
Distancia pré-anal
Altura do pedunculo
caudal
Ccomprimento do
pedinculo caudal
Distancia da linha
lateral até a base da

nadadeira dorsal

11,9 -13,8

4,6-5,2

82-93

14,6 - 17,4

159-18,3

18,3 -18,8

15,4 -18,8

6,2-10,3

14,9 - 18,4

51,8 -57,5

43,6 - 50,1

77,3 -84,5

12,1 — 14,5

10,7 -12,2

9,8 12,3

132£0,9

4,803

89+0,5

16,3+£1,3

17,2£1,0

17,7+ 1,1

173+ 1,6

9,019

169+ 1,4

552+24

483+3,2

81,9+3,2

13,6 £1,0

11,6 £0,7

11,0+ 1,0

12,2-14,3

44-6,0

8,0-9,1

12,4-14,0

15,7-17,8

17,0-19,1

16,6 - 19,0

8,2 -10,5

16,9 - 18,5

379-587

53,0-58,6

44,8 - 99,7

12,8 - 14,2

75-133

11,9-13,3

13,1 £0,6

52+04

8,6+0,3

13,1£0,5

16,7+0,7

18,1 £0,7

17,9+£0,7

9,3+0,8

17,6 £0,4

54,5+ 5,3

54,5+53

80,8 £12,1

13,4£0,5

11,2+1,6

12,7 40,5

14,3-15,2

4,4-57

8,9-10,3

12,3-14,0

143 -18,7

17,9-21,4

18,0 - 20,0

8,8-10,8

17,4-18,1

53,1-543

50,7-52,0

79,7 - 82,6

13,9-153

10,6- 11,1

12,2-13,4

14,7+0,3

49+0,5

9,6 £0,6

13,3+0,7

16,9 1,6

19,1 + 1,4

18,7+0,9

9,5+0,8

17,8 +0,3

53,7+0,5

51,3+0,5

812+1,1

14,6 £0,7

10,2+0,7

13,0£0,5

13,7-15,0

4,6-4,7

8,7-9,5

12,1-12,8

17,0-19,2

17,7-20,3

16,9-17,8

9,4-9,7

17,7-19,0

53,7-56,4

50,2-50,8

80,6 - 83,6

14,8 - 16,0

8,7-10,9

11,7- 14,1

14,4+0,7

4,6 £0,1

9,2+0,5

12,504

183+1,2

18,9+ 1,3

17,4+0,5

9,5+£0,2

18,3 +£0,7

54,6 £1,5

50,6 £0,4

82,5+ 1,6

15,3£0,6

9,8+1,1

12,8412

12,4-142
5,4-17,0
8,1-15,0
11,5-12,7

16,5-17,8

18,0 - 18,7

16,8 - 20,2

7,9-10,3

17,5- 18,6

53,8-54,4

50,0-51,0

54,5-82,8

13,3-14,6

10,1 -12,2

> g

11,5-12,5

134 £0,8

6,0£0,7

102432

12,0£0,5

17,2£0,6

18,4+0,3

18,5+ 1,4

87+1,1

182+0,5

54,0£0,3

50,4+0,5

74,8 £13,5

13,9+0,5

11,3£1,0

12,0+0,5

13,4-14,5

44-71

8,0-92

16,6 - 18,8

16,4 - 18,2

18,0 - 21,8

19,3 -20,3

9,0-9,7

18,2 - 18,7

54,1-55,7

49,3-51,9

81,1-85,5

14,1-153

11,6- 12,4

13,1-13,5

13,9+0,6

54+15

8,5%0,6

174+1,2

17,5+1,0

19,8+ 1,9

19,6 £0,5

9,3+0,3

18,4+0,3

549+0,8

50,5+1,3

839124

14,7+0,6

11,9+0,4

13,4402

10,2

5,0

9,3

16,7

17,1

17,2

17,9

9,0

17,5

56,4

51,2

84
14,0
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CONCLUSOES

Os estudos citogenéticos e morfométricos realizados nos exemplares de H.

malabaricus permitiram as seguintes conclusoes:

a)

b)

d)

Foram encontrados dois citdtipos em simpatria, com numeros dipldides de 40 e 42
cromossomos para machos e fémeas na populagdo da bacia do rio Claro (UNOPAR). Para
a populagdo da EPUEL foi encontrado um numero dipléide de 42 cromossomos M/SM
com a descricdo de um sistema sexual simples do tipo XX/XY. Nas populagdes do rio
Vermelho, Rancho Alegre, ribeirdo Trés Bocas e rio Paranapanema, o nimero dipldide
encontrado foi de 40 cromossomos para as fémeas e 39 cromossomos para os machos,

caracterizando um sistema sexual multiplo do tipo X;X;XoX/X;X,Y.

Na populagdo da UNOPAR dois animais, um macho ¢ uma fémea, ndo apresentaram
defini¢do do nimero diploide, este ficando entre 41 e 42 cromossomos, caracterizando

assim um mosaico cromossomico.

A impregnacao por nitrato de prata evidenciou RONs multiplas que variaram seu numero

entre as populacdes, sendo o minimo de 3 e 0 méximo de 9 marcacdes encontradas.

A analise da coloracdo com fluorocromo GC-especifico CMAj; revelou diferentes
quantidades de blocos GC-ricos entre as populacdes. Na populagdo do UNOPAR, um
cromossomo apresentou uma forte banda no brago curto, préximo ao centromero, € quatro
cromossomos com marcas biteloméricas. Na populacdo da EPUEL foi observada uma
marca pericentromérica em dois cromossomos submetacéntricos. O mesmo foi observado
para as populagdes do rio Vermelho, ribeirdo Trés Bocas e rio Paranapanema. Ja na
populacao de Rancho Alegre, foram observados trés cromossomos submetacéntricos com

marcas pericentroméricas.



e)

g)

h)
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Todas as populagdes apresentaram uma distribuigdo semelhante da heterocromatina. Esta
se concentrou principalmente na regido centromérica da maioria dos cromossomos e
telomérica em alguns. Todas as populagdes apresentaram no sexto par cromossdmico uma
banda maior fortemente corada que se inicia na regido pericentromérica. Nas populagdes
que apresentaram cromossomos sexuais, esse par faz parte do sistema sendo o X na
populacao da EPUEL e o X1 nas outras populagdes. Essa forte banda provavelmente

possuia um carater GC-rico.

Os cromossomos Y diferenciaram, com relagdo a heterocromatina, entre as populacdes
que apresentaram o sistema sexual do tipo X;X;XpXy/X;X,Y. Nos machos do rio
Vermelho o cromossomo Y apresentou pequenos blocos heterocromaticos intersticiais.
Nos machos de Rancho Alegre, o cromossomo Y apresentou no brago curto uma forte
banda proxima ao centromero, ¢ duas bandas uma relativamente grande e outra menor no
braco longo. J4 nos machos do ribeirdo Trés Bocas e do rio Paranapanema ndo foram
observadas bandas intersticiais nos bracos cromossdmicos, apenas as centromeéricas,

comuns a todos os Y.

A coloracdo das bandas-C com fluorocromo GC-especifico (CMAj3) evidenciou dois
cromossomos marcados no brago longo, préoximo ao centromero, em todas as populagdes,
provavelmente o sexto par. As demais bandas foram evidenciadas com fluorocromo AT-

especifico (DAPI).

A analise dos dados morfométricos, através das varidveis candnicas evidenciou grupos
diferentes. O primeiro eixo canonico reteve 79, 38% da variancia dos dados originais e
formou trés grupos: (1) Ribeirdo Trés Bocas; (2) Rancho Alegre + rio Vermelho +

UNOPAR; e (3) EPUEL + rio Paranapanema.



D)

i)
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A analise das propor¢des corporais relativas ao comprimento padrdo ¢ o comprimento da
cabega mostrou diferengas existentes entre as populagdes. Todas elas diferiram entre si em
varias caracteristicas, e também diferiram com relagdo ao espécime proveniente do
Suriname. Apenas seis caracteristicas sobrepuseram seus valores de amplitude, e a
sobreposi¢do dessas caracteristicas (CC, CF, EIO, AC, CNP, e LLBD) ¢ pequena se

comparada ao total de 25 relagdes estabelecidas.

A andlise dos exemplares de H. malabaricus provenientes da regido média do rio
Paranapanema, sob o ponto de vista citogenético, morfométrico e pela ocorréncia de dois
citotipos em simpatria sem a presenca de hibridos, corrobora a hipotese da existéncia de

espécies diferentes no H. malabaricus.



