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RESUMO

A familia Erythrinidae € um pequeno grupo de Characiformes Neotropicais,
compreendendo apenas trés géneros, Hoplias, Hoplerythrinus e Erythrinus. Hoplias
malabaricus, Hoplerythrinus unitaeniatus e Erythrinus erythrinus devem corresponder
a grupos de espécies, considerando a ampla diversidade cromossémica que apresentam,
incluindo diferentes sistemas de cromossomos sexuais. Assim sendo, 0S peixes
eritrinideos oferecem excelentes oportunidades para investigacdes evolutivas, dadas as
particularidades diversas entre seus representantes. Estudos recentes possibilitaram a
caracterizacdo taxondmica de seis espécies de Hoplias ainda pouco ou nao estudadas
(H. aimara, H. lacerdae, H. intermedius, H. brasiliensis, H. australis e H. curupira)
presentes em diversas bacias hidrograficas do continente sul-americano, dentre as quais
se encontram espécimes popularmente conhecidos por trairdes devido ao seu grande
porte. O presente estudo buscou caracterizar a evolugdo cromossdmica ocorrida nesse
grupo particular de espécies, a luz das suas recentes revisbes e identificacdes
taxondmicas. Para esta finalidade, além de andlises cromossdmicas classicas, foi
empregado 0 mapeamento citogenético de sequéncias repetitivas de DNA por
hibridizacdo fluorescente in situ (FISH). Os resultados mostraram o compartilhamento
de uma grande homogeneidade na macroestrutura cariotipica das espécies analisadas,
com 2n=50 cromossomos e cariétipos compostos apenas por cromossomos meta- e
submetacéntricos, sem a presenca de cromossomos sexuais diferenciados entre 0s sexos.
Por sua vez, a microestrutura cariotipica, revelada pela analise de componentes da
fracdo repetitiva do genoma, evidenciou diferenciagdes interespecificas, corroborando
assim a recente revisdo taxondmica dessas espécies com base em suas caracteristicas
morfologicas. Tal cenario evolutivo, destacando a conservacdo da macro-estrutura
cromossdmica, contrasta acentuadamente com o cendrio presente em representantes do
grupo Hoplias malabaricus, onde uma conspicua variagdo cromossomica pode ser
observada entre distintas populacdes desta “espécie nominal”. Aspectos ecoldgicos
relacionados ao modo de vida, bem como caracteristicas cromossémicas intrinsecas,
podem estar influenciando a coexisténcia desses modelos contrastantes de evolucdo

cromossOmica entre espécies congenéricas de Hoplias.



ABSTRACT

The Erythrinidae family is a small group of Neotropical Characiformes, comprising
only three genera, Hoplias, Hoplerythrinus and Erythrinus. Hoplias malabaricus,
Hoplerythrinus unitaeniatus and Erythrinus erythrinus must correspond to groups of
species, considering the extensive chromosomal diversity that they present, including
different sex chromosomes systems. Therefore, these fishes offer excellent opportunities
for evolutionary investigations, given the different chromosomal characteristics between
their representatives. Recent studies allowed the taxonomic characterization of six
poorly or not studied Hoplias species (H. aimara, H. lacerdae, H. intermedius, H.
brasiliensis, H. australis and H. curupira), present in several South American river
basins’ and popularly known as “trairdes” due to their large size. This study aimed to
characterize the chromosomal evolution occurred in this particular group of species, in
the light of its recent review and taxonomic identifications. For this purpose, in addition
to classical chromosomal analysis, cytogenetic mapping of repetitive DNA sequences
using specific probes was used for fluorescence in situ hybridization (FISH). The results
showed the sharing of a great homogeneity in the species” karyotype macrostructure,
with 2n = 50 and karyotypes composed only by meta- and submetacentric chromosomes
without the presence of differentiated sex chromosomes between the sexes. In turn, the
karyotype microstructure, as revealed by the analysis of components of the repetitive
fraction of the genome showed interspecies differentiation, thus confirming the recent
taxonomic revision of these species based on their morphological characteristics. This
evolutionary scenario, highlighting the conservation of chromosomal macro-structure,
sharply contrasts with the scenario found in the representatives of H. malabaricus
group, where a conspicuous chromosomal variation can be observed between different
populations of this "nominal species.” Environmental aspects related to the way of life,
as well as intrinsic chromosomal features, may influence the coexistence of these

contrasting models of chromosomal evolution among congeneric species of Hoplias.
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1. INTRODUCAO

1.1. Os DNAs repetitivos e 0 genoma dos peixes

O grupo dos peixes engloba aproximadamente 28 mil espécies, de um total de 55
mil espécies de vertebrados conhecidas (Nelson, 2006), sendo que a grande maioria das
espécies se encontra na regido tropical, diminuindo esta diversidade em direcdo as
regides temperadas e polares (Léveque et al., 2007). Esta grande diversidade bioldgica,
morfologica e de habitats dificulta, de certa forma, o entendimento de sua historia
evolutiva, bem como de sua taxonomia (Cioffi et al., 2011). Apesar deste grupo
bioldgico ja ser objeto de estudos evolutivos ha muitos anos, muitas investigacbes mais
recentes tém dado destaque em aspectos genéticos e moleculares, com varios projetos

de sequenciamento do genoma de diferentes espécies (Mayden et al., 2007).

Os estudos citogenéticos em peixes intensificaram-se a partir da década de 70. A
partir dai se diversificaram e evoluiram através da elaboracdo de técnicas que utilizam
conhecimentos de citologia, genética e biologia molecular, demonstrando avancos a
partir do aprimoramento de técnicas convencionais ja consolidadas (coloracdo com
Giemsa, tratamento Ag-NORs e bandamento C), com metodologias mais resolutivas
(bandamentos G, Q e R, coloracdo com corantes bases especificos A-T/G-C) e com a
técnica de FISH (Hibridizagao “in situ” Fluorescente) utilizando diferentes tipos de
DNA s repetitivos como marcadores (Almeida-Toledo, 1998).

De fato, o genoma dos peixes contém uma expressiva quantidade de DNAs
repetitivos, tendo praticamente todas as diferentes classes ja identificadas na maioria das
espécies (Martins, 2007). DNAs repetitivos sdo componentes naturais da
heterocromatina e cada espécie tem um conjunto especifico de familias de elementos
repetitivos que estdo preferencialmente localizadas nas regiGes centroméricas e

teloméricas dos cromossomos. Na verdade, a heterocromatina representa uma fracao



notavel do genoma, composta principalmente por uma variedade de sequéncias
repetitivas acumuladas (Charlesworth, 1994). Os DNAs repetitivos podem se
apresentar como elementos dispersos ou dispostos em tandem. Os elementos dispersos
sdo representados por elementos de transposicdo (TES) e estdo amplamente distribuidos
ao longo do genoma, ao passo que as sequéncias em tandem incluem as familias
multigénicas (tais como genes ribossomais e histonas) e os satélites (satDNAS), micro e
minissatélites. O genoma dos eucariotos apresenta uma grande varia¢do no contetdo de
DNAs repetitivos, que em muitos casos ndo apresenta relacdo direta com a
complexidade dos organismos, nivel de ploidia e quantidade de genes (Gregory, 2005).
A principio, por ndo se saber sua real fungdo, este DNA foi considerado “DNA lixo”,
entretanto, estudos adicionais tém sugerido que este tipo de DNA participa da
organizacdo estrutural e funcional dos cromossomos (Biémont & Vieira, 2006).

Em peixes, a distribuigdo cromossomica da heterocromatina tem sido
extensivamente estudada por métodos citoldgicos, como o bandeamento C. Entretanto,
dados moleculares sobre os DNASs repetitivos presentes na heterocromatina séo ainda
restritos a poucas espécies (Martins, 2007). A técnica de FISH tem sido amplamente
utilizada no mapeamento cromossomico dos genes DNAr 18S e DNAr 5S, trazendo
importantes informacdes para a caracterizacdo da diversidade e evolugéo da ictiofauna
brasileira (Almeida-Toledo, 1998; Oliveira et al., 2007).

Nos eucariotos superiores, O RNA ribossdomico (RNAr) é representado por duas
familias multigénicas, ou seja, 0 DNAr 45S e o DNAr 5S. Essas duas familias séo
constituidas por unidades que se repetem centenas a milhares de vezes no genoma. O
DNAr 45S engloba os sitios de DNAr18S, DNAr 5,85 e DNAr 28S, os quais
correspondem as Regides Organizadoras de Nucléolos (NORs). Estes trés sitios se
encontram separados por espagadores internos transcritos (ITS1 E ITS2), e flanqueados

pelos espacadores externos transcritos (ETS1 e ETS2) e ndo transcritos (NTS) (Long &



David, 1980). Entre as espécies de peixes, as RONs se apresentam variaveis em
ndmero, posicdo e tamanho dos cistrons ribossdmicos, mostrando-se altamente
polimdrficas (Foresti et al., 1981; Reed & Phillips, 1997; Gornung et al., 2013).

Os microssatélites, ou Simple Sequence Repeats (SSRs), sdo também frequentes
nos eucariotos, sendo assim denominados por serem constituidos por pequenas unidades
(1-6 nucleotideos) repetidas em tandem. Podem variar amplamente no nimero de
repeticdes que apresentam, podendo atingir milhares de repeticGes e associados a
heterocromatina em varias espécies (Martins, 2007). S&o comumente encontrados tanto
entre as regides codificantes de genes estruturais, como entre outras sequéncias
repetitivas (Tautz & Renz, 1984). Diferentes classes de microssatélites ttm se mostrado
elementos importantes para a caracterizagdo estrutural e funcional dos cromossomos
(Plohl, 2010). De fato, entre os peixes tais elementos tem propiciado um melhor
entendimento do processo evolutivo do genoma como um todo, assim como da

diferenciacéo de cromossomos sexuais (revisado em Cioffi & Bertollo, 2012).

1.2. A Familia Erythrinidae

Os peixes da familia Erythrinidae encontram-se distribuidos em apenas trés
géneros: Hoplias Gill, 1903; Hoplerythrinus Gill, 1895 e Erythrinus Scopoli, 1777
(Oyakawa, 2003). Popularmente sdo conhecidos como trairas ou trairdes (Hoplias) e
jejus (Hoplerythrinus e Erythrinus), encontrando-se praticamente presente na maioria da
rede fluvial sul-americana (Oyakawa, 2003). Entretanto, € um grupo que apresenta
sérios problemas de ordem taxonémica e sistematica. Hoplias malabaricus, Erythrinus
erythrinus e Hoplerythrinus unitaeniatus devem, na realidade, corresponder a
complexos de espécies, considerando as indicacbes ja disponiveis sobre a
biodiversidade cromossdmica presente nestes grupos (Bertollo, 2007). De fato, H.

malabaricus, E. erythrinus e H. unitaeniatus mostram uma ampla diversidade



cromossOmica numérica e estrutural, podendo apresentar distintos sistemas de
cromossomos sexuais multiplos e/ou simples entre diferentes “espécies” (Tabela 1)
(Bertollo, 2007; Cioffi et al., 2011; Rosa et al., 2012).

A maioria das espécies da familia Erythrinidae possui habito sedentario, ndo
superando grandes corredeiras e cachoreiras, de tal modo que esses obstaculos naturais
podem influenciar a reducdo ou mesmo a interrupcéo do fluxo génico entre populactes
de uma mesma bacia hidrografica, dependendo da geomorfologia e topografia da regido
(Bertollo et al., 2000), facilitando assim sua diversificagdo. Em H. malabaricus, por
exemplo, diversos cariomorfos (grupos de cariotipos diferenciados) ja foram bem
caracterizados, alguns dos quais sdo endémicos de determinadas regides enquanto que
outros apresentam uma ampla distribuicdo geogréfica, podendo também ocorrer em
simpatria sem deteccdo de hibridos, reforcando assim um provavel complexo de

espécies (Bertollo et al., 2000).



Tabela 1: Dados cariotipicos da familia Erythrinidae, (Bertollo, 2007; Cioffi et al.,
2011). Os dados para H. aimara foram obtidos de Blanco et al., (2011).

Espécies / Numero dipldides Cariotipos Cromossomos sexuais
Erythrinus erythrinus
A 2n=54 Q3 46a + 2st + 6m Nao-diferenciados
B 2n=54/53 Q 46a + 2st + 6m X1 X1 X2 X2

3 44a+2st + Tm X1X2Y
C 2n=52/51 Q 38a + 6st + 8m/sm X1 X1 X2 X2

d 36a + 6st + 9m/sm XiXoY
D 2n=52/51 Q 44a + 2st + 6m/sm X1 X1 X2 X2

& 42a + 2st + Tm/sm X1 XY
Hoplerythrinus unitaeniatus
A 2n=48 Q3 48m/sm Nao-diferenciados
B 2n=48 Q4 46m/sm + 2a Néo-diferenciados
C 2n=52 Q3 46m/sm + 6a Nao-diferenciados
D 2n=52 QJ 44m/sm + 2st + 4a  Nao-diferenciados
Hoplias malabaricus
A 2n=42 Q3 42m/sm Nao-diferenciados

B 2n=42 Q 40m/sm + 2st XX
& 41m/sm + 1st XY
C 2n=40 Q 40m/sm XX
& 40m/sm XY
D 2n=40/39 Q 40m/sm X1 X1 X2 X2
& 39m/sm X1 XY
E 2n=42 Q3 40m/sm + 2a Nao-diferenciados
F 2n=40 Q3 40m/sm Nao-diferenciados
G 2n=40/41 Q 40m/sm XX
& 40m/sm XY1Y2
Grupo Hoplias lacerdae
2n=50 9350 m/sm Nao-diferenciados

H. aimara
2n=50

Q3450 m/sm

Nao diferenciados




1.3. O género Hoplias

Entre as espécies do género Hoplias, a espécie H. malabaricus atualmente é a
que apresenta maior nimero de populacfes citogeneticamente estudadas. Considerada
como uma Unica entidade taxondmica, apresenta uma grande variabilidade onde sete
cariomorfos (A, B, C, D, E, F e G) puderam ser claramente identificados, tendo em vista
que possuem diferentes rearranjos cromossdmicos ja fixados (Figura 1). Os
cariomorfos (A, E e F) ndo evidenciam diferenciacdo de cromossomos sexuais,
enquanto que os cariomorfos (B e C) apresentam cromossomos sexuais do tipo simples
(XX/XY) e os cariomorfos (G e E) sistemas de cromossomos sexuais multiplos. O
cariomorfo D apresenta o sistema X1X1X2X2/X1X2Y, enquanto que o cariomorfo G
apresenta o sistema XX/XY1Y2 (Bertollo, 2007; Cioffi et al., 2009a; Cioffi et al., 2010;
Cioffi et al., 2012).

O grupo Hoplias lacerdae foi definido como um conjunto de espécies que
abrigam as trairas geralmente de grande porte, com as margens mediais dos dentarios
dispostas paralelamente e sem dentes no basi-hial, em oposicdo as trairas do grupo
Hoplias malabaricus, cujas margens mediais dos dentarios convergem em dire¢do a
sinfise mandibular e possuem dentes no basi-hial” (Oyakawa & Mattox, 2009).

Segundo estes autores, 0 nimero de espécimes do grupo H. lacerdae aumentou
bastante em colecBes ictioldgicas nas Ultimas décadas, refletindo a expansdo da
distibuigdo geogréfica desses animais em toda a América do Sul. Em revisdo baseada
em dados meristicos e morfométricos Oyakawa & Mattox (2009), identificaram cinco
especies nesse 0 grupo, ou seja, H. lacerdae, H. intermedius, H. brasiliensis, H.
australis e H. curupira, estas duas Ultimas constituindo espécies novas. Enquanto que
H. lacerdae encontra-se distribuida nos rios Ribeira de Iguape e Uruguai, H.
intermedius ocorre nos rios S&o Francisco, alto Parana e rio Doce, H. brasiliensis nos
rios da costa Atlantica, H. australis no rio Uruguai e H. curupira nos rios Negro,
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Trombetas, Tapajds, Xingu, Tocantins e Capim na bacia Amazonica, além de outros
rios da Venezuela, Guiana e Suriname (Oyakawa & Mattox, 2009). De acordo com
Britski (1972), H. lacerdae pode atingir até 26 kg, sendo que Gontijo (1984) considera
esta espécie propicia para projetos de piscicultura uma vez que se desenvolve e desova

naturalmente em cativeiro e apresenta alta taxa de ganho de peso.

12 3 45 6 20 21 12 3 45 6 20 21
Fémea / Macho : 2n=42 Fémea / Macho : 2n =42
123 4 5x 20 Xy H igﬁ ....... 8
Fémea: 2n =42 Macho : 2n=42 12 3 456 20
Fémea / Macho : 2n = 40
12 3 4 5 x 20 X Y
Fémea: 2n=40 Macho : 2n =40 8
X 2 3 45 6 20 X Y1 Y2
Fémea: 2n=40 Macho:2n=41
12 34 5 x1 X2 Y Xt Xz
Fémea: 2n=40 Macho:2n=39

Figura 1. ldeograma representativo dos diferentes cariomorfos encontrados na espécie
Hoplias malabaricus, com apresentacdo dos diferentes tipos de sistemas de
cromossomos sexuais (Bertollo, 2007; Cioffi, 2011; Cioffi et al., 2011).



Hoplias aimara € uma outra espécie que atinge grande porte, também comumente
chamada de trairdo, mas que ndo pertence ao grupo H. lacerdae. De acordo com Mattox
et al. (2006), um estudo comparativo entre H. aimara e H. macrophthalmus resultou no
reconhecimento de uma Unica espécie, ou seja, que H. aimara e H. macrophthalmus
referem-se ao mesmo téxon e que, de acordo com o principio da prioridade do cédigo de
nomenclatura zoolégica, o nome H. aimara tem a precedéncia, encontrando-se
distribuida em diferentes rios da bacia Amazénica.

Os estudos cromossomicos no grupo H. lacerdae sdo ainda bastante escassos,
comparativamente aos dados ja disponiveis para as espécies do grupo Hoplias
malabaricus, Erythrinus erythrinus e Hoplerythrinus unitaeniatus. Este grupo tem
evidenciado cariétipos conservados em relacdo ao nimero cromossdmico e formula
cariotipica, mantendo 2n=50 cromossomos meta- e submetacéntricos, sem a presenca de
cromossomos sexuais morfologicamente diferenciados (Bertollo et al. 1978; Morelli et
al. 2007; Blanco et al. 2011).

O estudo mais abrangente neste grupo € o de Morelli et al. (2007), onde foram
analisados os cariétipos de espécimes de diferentes bacias hidrogréficas e estacdes de
piscicultura, tendo sido amostrados exemplares do rio Sdo Francisco (MG), do rio
Pitinga (AM), do rio Aripuand (MT) e das estagOes de piscicultura da Universidade
Federal de Uberlandia (MG), da Universidade Estadual Paulista (Jaboticabal, SP) e da
Usina do Limoeiro (S&o José do Rio Pardo, SP). Em todos os casos 0 numero diploide
foi 2n=50 cromossomos meta-submetacéntricos, sem diferenciacdo de cromossomos
sexuais. Em duas amostras (do rio S&o Francisco e da estacdo de piscicultura da
Universidade Federal de Uberlandia), onde houve a possibilidade serem efetuadas
analises citogenéticas mais pormenorizadas, foi identificado um Unico sitio de regido
organizadora de nucléolo (NOR) no par 11, utilizando-se concomitantemente a

coloracgéo pelo nitrato de Prata (Ag-NOR) e a hibridizacdo fluorescente in situ (FISH)



com sonda de DNAr 45S, o qual mostrou-se também rico em pares de bases GC,
Mitramicina As-positivo. Adicionalmente, foram também evidenciados em quatro pares
do caridtipo regides centroméricas/pericentroméricas com afinidade pelo nitrato de
Prata, as quais correspondem a segmentos de heterocromatina C-positiva argentofilicas
(Figura 2). A somatoria das indicacbes obtidas neste estudo evidencia, embora
preliminarmente, que a evolugdo cromossdmica no grupo Hoplias lacerdae parece ser

relativamente conservada, sem variagdes acentuadas na estrutura do cariotipo.

. ~
1 4 6 1
i :
15 19 25
L ] 1 ]
Heterocromatina Bandas Bandas CMA3 NORs
C-positiva argentofilicas positivas

Figura 2. ldeograma representativo das caracteristicas cariotipicas de representantes do
grupo Hoplias lacerdae, evidenciando a localiza¢do da heterocromatina C-positiva, da
NOR, assim como de bandas argentofilicas e CMAs3 positivas nos cromossomos
(modificado de Morelli et al., 2007).



Blanco et al., (2011) realizaram um estudo comparativo entre H. intermedius e H.
aimara, ambas espécies denominadas popularmente de trairGes. H. intermedius, na
realidade, pode corresponder a mesma espécie estudada por Morelli et al. (2007),
proveniente da bacia do S&o Francisco, uma vez que as caracteristicas cromossémicas
de H. intermedius s&o praticamente as mesmas evidenciadas por Morelli et al. (2007) no
tocante ao namero dipldide, tipos cromossémicos, distribuicdo da heterocromatina C-
positiva e bandas CMAg3, além de um (nico sitio de NOR presente em um par de
cromossomo idéntico. Entretanto, embora H. aimara apresente 0 mesmo numero de
cromossomos (2n=50) que H. intermedius, marcadores cromossdmicos para DNAr 18S,
regides CMA3 e DAPI evidenciaram diferenciagdes entre as duas espécies. Nenhum
sinal de DNA Cot-1 de H. aimara foi detectado no genoma de H. intermedius, enquanto
que, reciprocamente, quatro sitios de DNA Cot-1 de H. intermedius foram evidenciados
nos cromossomos de H. aimara, evidenciando também diferentes composicdes de
sequéncias repetitivas no genoma destas duas espécies (Blanco et al., 2011). Assim
sendo, embora essas duas espécies compartilhem algumas caracteristicas
cromossémicas, elas apresentam particularidades genémicas proprias e pertencem a
diferentes grupos taxonémicos da familia Erythrinidae.

Os dados existentes no grupo H. lacerdae e na espécie H. aimara contrasta com o
que ocorrem nos demais grupos de eritrinideos. Entretanto, a Gnica espécie do grupo
lacerdae ja estudada citogeneticamente e definitivamente reconhecida é H. intermedius,
visto que todas as demais espécies ja analisadas ndo possuem a sua real identidade
estabelecida, sendo todas englobadas na denominagéo geral “grupo H. lacerdae”. Assim
sendo, € necessario que uma abordagem cromossémica seja enfocada nas espécies
recentemente reconhecidas do grupo lacerdae, conforme a revisdo taxonémica de
Oyakawa & Mattox (2009), para que se possa melhor esclarecer a historia evolutiva

deste grupo da nossa ictiofauna.
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2. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

2.1. Justificativa e objetivo geral

A familia Erythrinidae, embora relativamente pequena entre os Characiformes
Neotropicais, se caracteriza por uma evolucdo cariotipica divergente entre seus
diferentes géneros (Hoplias, Hoplerythrinus e Erythrinus), apresentando diversidade
cromossdmica numérica, estrutural e de sistemas de determinacdo de sexo, que
possibilitam reconhecer diferentes unidades evolutivas mesmo dentro de uma mesma
espécie nominal (Bertollo, 2007; Cioffi et al., 2012). Particularmente contrastando com
esta tendéncia encontra-se o grupo H. lacerdae e a espécie H. aimara aparentemente
evidenciando uma homogeneidade cariotipica frente as poucas investigacdes
disponiveis, mesmo em relacdo a espécies congenérica do grupo H. malabaricus.

Assim sendo, 0 objetivo deste estudo é implementar a investigagdo cromossémica
entre diferentes espécies do género Hoplias, buscando subsidios importantes para a
constatacdo e compreensdo dos seus processos evolutivos, testando a hipdtese da
evolugdo cromossdmica conservativa e particularizada deste importante grupo da nossa

ictiofauna.
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2.2. Objetivos especificos

2.2.1. Caracterizar a estrutura cariotipica geral (nimero diploide, tipos cromossdmicos e
sua distribuicdo no cariotipo) de espéecies H. aimara, H. lacerdae, H. brasiliensis e H.

intermedius.

2.2.2. Analisar a distribuicdo da heterocromatina C-positiva e de bandas CMA;

positivas nos cromossomos.

2.2.3. Mapear a distribuigdo dos sitios de DNAr 18S e DNAr 5S nos cromossomos.

2.2.4. Analisar a ocorréncia e a distribuicdo de sitios de DNAs microssatélites (CA)1s,

(GA)15e (CAA)10 N0 genoma das espécies.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Amostragens do material biologico

Foram analisados representantes de H. brasiliensis coletados na Bacia do rio
Jequitinhonha, H. aimara na Bacia Amazonica e espécimes de H. intermedius e H.

lacerdae adquiridos em piscicultura.

M Tocantins-Araguaia
Atidntico NE Ocidental

W Pamaida

I Atdntico NE Orieatal

1 S Francisco

W Atsntico Leste

M Auantico Sudeste
Parand

W raraguai

B Urogua

1 Attantico Sul

Figura 3: Locais de origem das espécies de Hoplias analisadas no presente estudo. (1)
H. aimara, (2) H. brasiliensis, (3) H. intermedius e (4) H. lacerdae. O circulo em preto
representa a localizacdo da estagdo de piscicultura no estado de Minas Gerais,
fornecedora dos exemplares de H. lacerdae e H. intermedius. Figura modificada de
(http://portaldoprofessor.mec.gov.br/fichaTecnicaAula.html?aula=27049), acessado em
19 de abril de 2015.
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Figura 4: Fotos das espécies de Hoplias analisadas no presente trabalho.

14



Individuos da espécie Hoplias aimara, foram coletados no “Coérrego do Pastor”,
pequeno riacho afluente do rio Xingu — bacia Amazénica, municipio de Queréncia —
MT — Brasil, coordenadas: 12°59'55"S - 52°53'05"0O, e foram depositados no Museu de
Zoologia da Universidade de Sdo Paulo — SP — Brasil, sob o nimero de depdsito
EA02014080302.

Representantes da espécie Hoplias brasiliensis foram coletados no rio
Itacambirugl, bacia do rio Jequitinhonha, municipio de Cristdlia - MG - Brasil,
coordenadas: 16°35'59,8"S - 42°49'51"0O, e foram depositados no Museu de Zoologia da
Universidade de S&o Paulo — SP — Brasil, com registro de depdsito: EA02014103101.

Os espécimes de Hoplias intermedius foram oriundos da represa da Usina
Hidrelétrica de Furnas, localizada no rio Grande, bacia do rio Parana, entre 0s
municipios de Sdo José da Barra e Sdo Jodo Batista da Gléria — MG - Brasil,
coordenadas: 20°40'11"S - 46°19'05"0 e depositados no Museu de Zoologia da
Universidade de Séo Paulo — SP, sob o registro de deposito: EA02014082801.

Os exemplares de Hoplias lacerdae foram procedentes do Vale do Ribeira, bacia
do rio Ribeira de lIguape, SP, Brasil, coordenadas: 24°4229"S - 47°33'19"0 e
depositados no Museu de Zoologia da Universidade de S&o Paulo — SP, sob o registro
de deposito: EA02014082802.

Ambas as espécies H. intermedius e H. lacerdae foram obtidas por doacdo da
Piscicultura “AQUAMINAS”, Rodovia MG-179, Km 60, entre 0os municipios de Pogo
Fundo e S&o Jodo da Mata — MG, Brasil, coordenadas: 21°50'09"S - 49°55'46"0. As
informacdes referentes a procedéncia dessas duas especies foram fornecidas pelo

proprietario da piscicultura AQUAMINAS.
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Tabela 2: Espécies de Hoplias com seus locais de procedéncia, nimero de exemplares
analisados e o registro de deposito no Museu de Zoologia da Universidade de Séo Paulo

- SP - Brasil.

Espécies Procedéncia Quantidade

N° de Deposito

Hoplias brasiliensis Grdo Mogol (MG) - rio 083 029
Itacambiruct (bacia do rio

Jequitinhonha)

Hoplias aimara Queréncia (MT) — bacia do rio 037 019
Xingu
Hoplias intermedius  Piscicultura ~ Aquaminas - 043 042

(bacia do rio Parand).

Hoplias lacerdae Piscicultura ~ Agquaminas - 024 0692

(bacia do rio Ribeira de

Iguapé).

EAO2014103101

EAO2014080302

EA02014082801

EA02014082802

Estados brasileiros: MT = Mato Grosso, MG = Minas Gerais.
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3.2. Métodos

3.2.1. Obtencéo de cromossomos mitéticos Bertollo et al., (1978; 1980) e Foresti et
al., (1993)

Foram usados dois processos para obtencdo dos cromossomos mitdticos,
tratamento “in vivo” Bertollo et al., (1978; 1980) e tratamento “in vitro” Foresti et al.,
(1993), ambos com algumas modificacoes.

No tratamento “in vivo”, os animais foram previamente tratados com solugdo de
colchicina a 0,025% na proporcao de 1ml para cada 100 gramas de peso do animal, por
intermédio de injecdo intra-abdominal e mantidos em aquério aerado durante 40-50
minutos. A seguir foram anestesiados com solu¢do de benzocaina (1g/1000ml),
sacrificados e extraidos fragmentos do seu rim anterior. Os fragmentos foram
transferidos para um pequeno recipiente contendo 10 ml de solugdo hipotonica de
cloreto de Potéssio (KCI) a 0.075M e com o auxilio de uma seringa sem agulha esta
solucdo foi fragmentada com leves movimentos de aspiracdo e expiracdo até se obter
uma suspencao celular homogénea, depois foi mantida durante 30 a 40 minutos em
estufa a 36 °C. A seguir a suspenséo celular foi pré-fixada com seis gotas de fixador,
uma mistura de alcool metilico (3 partes) e acido acético glacial (1 parte), depois foi
centrifugada a (1000 rpm) por 10 minutos, o sobrenadante foi descartado e as células
foram ressuspendidas em 10 ml de solucdo de fixacdo e centrifugadas por mais duas
vezes. Laminas contendo preparagdes metafasicas foram obtidas conforme o
procedimento usualmente utilizado para a metodologia de “air drying”.

Na técnica de tratamento “in vitro”, os animais foram também anestesiados com
solugdo de benzocaina (1g/1000ml), e sacrificados. Por¢bes do rim anterior foram
retirados e colocados em uma pequena cubeta contendo 10ml de meio de cultura (RPMI
1640). As celulas renais foram dissociadas com uma seringa sem agulha, por de
movimentos leves de aspiracéo e expiracdo dos tecidos, até se obter uma solugéo celular
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homogénea. Duas a trés gotas de solugdo de colchicina 0,025% foram pingadas na
suspensdo celular, com o auxilio de uma pipeta de vidro. A suspensdo foi
homogeneizada e mantida na estufa a 36° por 30 minutos, e depois centrifugada a 1000
rpm por 10 minutos. Em seguida foi ressuspendida em 10 ml de solugéo de cloreto de
Potassio (KCI 0.075M) e mantida na estufa a 36° por 30 minutos, sendo posteriormente
pré-fixada com seis gotas de fixador (mistura de 3 partes de metanol e 1 parte de acido
aceético glacial). A suspensédo foi novamente centrifugada a 1000 rpm e o sobrenadante
foi descartado, adicionando-se 10 ml do fixador metanol/acido acético e novamente
centrifugada. Este ultimo passo foi repetido por mais duas vezes. Laminas contendo
preparacGes metafasicas foram obtidas conforme o procedimento usualmente utilizado

para a metodologia de “air drying”.

3.2.2. Estimulagdo mitoética - Cavallini & Bertollo (1998)

A fim de aumentar a quantidade de células em divisdo mitética os animais foram
injetados intraperitonialmente com 1 ml de suspensdo de levedura (129 de fermento
biol6gico + 129 de sacarose) para cada 100g de peso do animal por um periodo de 24h a

72h.

3.2.3. Deteccdo da heterocromatina C-positiva pelo bandamento C - (Sumner,
1972; Lui etal., 2011)

As preparagbes cromossomicas foram submetidas & solucdo diluida de &cido
cloridrico (HCI 0,2N) a temperatura ambiente, por 12 minutos, lavadas em agua
destilada e secadas ao ar. A seguir, 0 material foi incubado em solugdo de hidroxido de
Bério (Ba(OH)2 a 5%, a 42°C, durante aproximadamente 1 minuto e 10 segundos para
H. lacerdae, H. intermedius e H. brasiliensis e 1 minuto e 45 segundos para Hoplias

aimara. A seguir, as laminas foram lavadas rapidamente em solucdo de HCI 0,2N e
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depois em &gua destilada. Apds a secagem ao ar, as preparacdes foram tratadas com
solugdo salina 2xSSC durante 45 minutos em estufa a 60 °C, lavadas em agua destilada
e novamente secadas ao ar. Os cromossomos foram corados com 20 pl de solugéo
“antifading” e iodeto de Propideo 50mg/ml (Lui et al., 2011). O material foi coberto
com uma laminula e mantido no escuro por uma hora. Alternativamente, foi também
utilizada a coloracéo convencional com Giemsa a 2%. Posteriormente as laminas foram
analisadas em microscopio de epifluoréscencia, com filtro 450-490 nm com objetiva de

100 vezes ou no microscopio Optico em aumento de 1000 vezes.

3.2.4. Deteccdo de bandas cromossémicas GC-ricas (Schmid, 1980).

Os cromossomos foram corados com o fluorocromo Cromomicina As (CMAg3),
utilizando como contra corante a Distamicina A, seguindo-se basicamente o protocolo
descrito por Schmid (1980), com algumas modificacdes. Foram adicionados 80ul de
solucdo de Cromomicina A3 sobre cada lamina, cobrindo com uma laminula e
permanecendo por 1 hora no escuro. Apés a lavagem em &gua corrente e secagem ao ar,
foram adicionados cerca de 80pl de solucdo de Distamicina sobre cada lamina,
cobrindo-se novamente com uma laminula e permanecendo por 15 minutos no escuro.
Apos lavagem em &gua corrente e secagem rapida ao ar, foram adicionados cerca de
15uL de solu¢do de DAPI/ “antifading” sobre cada lamina, as quais foram estocadas em
geladeira por no minimo uma semana para a estabilizacdo do fluorocromo. A analise do
material foi realizada em fotomicroscépio de epifluorescéncia, com filtro 450-490 nm,

com objetiva de 100 vezes.
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3.2.5. Deteccdo das regides organizadoras de nucléolos (NORs) pelo nitrato de
Prata (Ag-NORs) (Howell & Black, 1980)

Foi utilizado o procedimento descrito por Howell & Black (1980) com algumas
modificagOes. Os cromossomos foram tratados com uma mistura 1:2 de 0,59 de nitrato
de prata (AgNOgz) dissolvida em 2 ml de &gua destilada + gelatina comum. Foram
adicionadas nove gotas desta mistura sobre as laminas, mantendo-as em estufa a 60°C
por 9 a 10 minutos. Posteriormente, o material foi lavado, secado ao ar e analisado em

microscopio optico em aumento de 1000 vezes.

3.2.6. Hibridacgéo In Situ Fluorescente (FISH)

3.2.6.1. Sondas

Foram utilizadas as seguintes sondas de sequéncias de DNASs repetitivos para
mapeamento citogenético e obtencdo de possiveis marcadores especificos nos
cromossomos das espécies em estudo:

a) DNAr 5S: incluindo 120 pares de bases do gene codificante do RNAr 5S e 200
pares de bases do espacador ndo-transcrito (NTS), isoladas diretamente do
genoma de Hoplias malabaricus (Martins et al., 2006).

b) DNAr 18S: segmento de 1.400 pares de bases do gene de RNAr 18S obtido por
PCR a partir do DNA nuclear de Hoplias malabaricus (Cioffi et al., 2009).

c) Oligonucleotideos enriquecidos com sequéncias microssatélites: d(GA)is,
d(CA)15, d(CAA)10, marcadas diretamente com Cy3 na extremidade 5' durante a

sintese, segundo Kubat et al., (2008), com pequenas modificagoes.

3.2.6.2. Marcacéo das sondas

As sondas foram marcadas com biotina-14-dUTP, utilizando o kit Biotin-Nick
Translation Mix (Roche) ou com DIG-11-dUTP, utilizando o kit DIG-Nick Translation

Mix (Roche), conforme as instru¢fes do manual do fabricante. O produto destas reacoes
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foi precipitado com acetato de Potassio e etanol durante 16h a -20° C. Posteriormente,
0s materiais foram centrifugados por 15 minutos a 13000 rpm, descartando 0s

sobrenadantes e os DNAs marcados secados completamente em estufa a 37° C.

3.2.6.3. Preparacdo das laminas, hibridizacdo e deteccdo do sinal (Pinkel et al.,
1986)

As laminas com as preparacGes cromossomicas foram inicialmente colocadas em
uma estufa a 37°C por 50 minutos, depois incubadas com 70 pl de RNAse (1pl RNAse
10mg/mL + 1mL 2xSSC) por 1lh & 37°C em camara umida. Apoés este periodo foram
lavadas durante 5 minutos em uma solucdo de 1xXPBS e secadas em temperatura
ambiente. Posteriormente, foram adicionados 50l de Pepsina 0.005% em cada lamina e
encubadas por 10 minutos a temperatura ambiente. Apés este periodo as laminas foram
lavadas durante 5 minutos em solugdo 1xPBS em temperatura ambiente e fixadas com
formaldeido 1% por 10 minutos, também em temperatura ambiente. Posteriormente o
material foi desnaturado em uma solugé@o contendo formamida/2xSSC por 3 minutos e
15 segundos a 72°C. Em seguida procedeu-se a desidratacdo em etanol 70% a -20°C por
2 minutos e depois em etanol 90% e 100%, 2 minutos cada banho em temperatura
ambiente. Em paralelo, a mistura de hibridizagdo, contendo 100ng da sonda
desnaturada, 10 mg/ml de sulfato de dextrano, 2xSSC e 50% de formamida, em um
volume final de 30ul, foi aquecida a 100°C, por 10 minutos, e entdo aplicada sobre as
laminas e a hibridizac&o realizada por um periodo de 16-18h, a 37°C, em camara imida.
No caso de experimentos de dupla-FISH, sondas biotiniladas e marcadas com
digoxigenina foram adicionadas concomitantemente no mix de hibridizagdo, em uma
proporgdo de 1:1. As lavagens pos-hibridizacdo foram realizadas durante 5 minutos em
2xSSC a 37°C e 5 minutos em 1xSSC, em temperatura ambiente. A deteccdo das sondas

foi realizada com avidina-FITC 0,07% conjugados (Sigma), em tampdo C (0.1 M
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NaHCO3, 0,15 M NaCl), por 1h, para sondas previamente marcadas com biotina, ou
com anti-digoxigenina-rodamina (Roche), em tampdo C (0.1 M NaHCO3, 0,15 M
NaCl), também por 1h, para sondas previamente marcadas com digoxigenina. Os
cromossomos foram contra-corados com DAPI (1,2 pg/ml) e as ldaminas montadas em

solugdo “antifading”.
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4. ANALISE DOS RESULTADOS

Foram analisadas aproximadamente 30 metafases por espécie. As preparacoes
foram analisadas em microscopios Opticos e de epifluorescéncia, com os filtros
apropriados, sendo as imagens capturadas com a utilizacdo do software CoolSNAP-pro
(Media Cybernetic). Foi mantida uma padronizacdo quanto a apresentacdo do caridtipo
das diferentes espécies, para possibilitar uma analise comparativa mais apropriada entre
as mesmas. Os cromossomos foram classificados em metacéntricos (m) ou
submetacéntricos (sm) considerando as relacdes de bragos proposta por Levan et al.,
(1964). Os dados obtidos foram empregados para uma abordagem comparativa entre as

diferentes espécies analisadas, juntamente com dados ja existentes na literatura.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos no presente estudo e a sua discussdo encontram-se
organizados na forma de um artigo cientifico, o qual se encontra submetido para

publicacdo no periodico Molecular Cytogenetics.
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Capitulo 1

Modelos evolutivos contrastantes entre espécies
congenéricas. Uma investigacdo cromossdmica no género
Hoplias (Characiformes, Erythrinidae)

Ezequiel Aguiar de Oliveira, Luiz Antonio Carlos Bertollo, Cassia
Fernanda Yano, Thomas Liehr, Marcelo de Bello Cioffi

Molecular Cytogenetics (Submetido)

Resumo

Erythrinidae é uma pequena familia de peixes, com apenas trés géneros, Hoplias,
Erythrinus e Hoplerythrinus, amplamente distribuidos na regido Neotropical. Esta
familia é caracterizada por uma notavel diversidade cromossémica, tanto numérica
como estrutural, com ndmeros diploides variando de 2n = 39 a 2n = 54 cromossomos
e incluindo a ocorréncia de sistemas de cromossomas sexuais simples e multiplos em
algumas espécies. No entanto, excluindo Hoplias malabaricus, pouca informacéao
citogenética estd disponivel para outras espécies do género Hoplias. Aqui nés
investigamos as caracteristicas cromossdmicas de 04 espécies pertencentes ao género
Hoplias - H. lacerdae, H. brasiliensis, H. intermedius e H. aimara - utilizando
diferentes procedimentos de analises, como o bandamento C, coloracdo pelo nitrato
de Prata (AgNORs) e CMAgz, bem como experimentos de hibridizacdo fluorescente in
situ (FISH), utilizando sequencias de DNAs microssatélites e ribossomais como
sondas. O objetivo foi analisar diferentes modelos de evolugdo cariotipica dentro
deste género. O mapeamento citogenético das diferentes classes de DNAS repetitivos
revelou algumas diferencas interespecificas particulares entre as espécies analisadas.
No entanto, todas as espécies apresentaram uma grande homogeneidade na sua
macroestrutura cariétipica, com 2n = 50 cromossomos meta- submetacéntricos, a
auséncia de cromossomos sexuais heteromorficos, padrdo semelhante de
heterocromatina C-positiva € um unico par cromossdmico idéntico, portador de
AgNOR. Portanto, os mecanismos evolutivos ndo foram seguidos por grandes
mudangas em seus cariotipos. Entretanto, tal conservadorismo cariotipico contrasta
com a enorme diversidade cromossdmica geralmente observada em outras espécies de
Erythrinidae, particularmente na espécie congenérica, H. malabaricus. Mas, o que
impulsiona a ocorréncia de modos distintos de evolucdo cariotipica entre espécies
estreitamente relacionadas? Diferengas nos modos de vida, na estrutura populacional
e em caracteristicas moleculares intrinsecas sdo fatores que podem estar
provavelmente envolvidos em tais ocorréncias.

25




Introducéo

A familia Erythrinidae é um pequeno grupo de peixes de dgua doce composta por
trés géneros, Hoplias (Gill, 1903), Erythrinus (Scopoli, 1777) e Hoplerythrinus (Gill
1895) (Oyakawa, 2003). Os eritrinideos séo caracterizados por uma notavel variedade
cromossémica, tanto numerica como estrutural, com cariotipos variando de 2n = 39 a 2n
= 54 cromossomos e incluindo a ocorréncia de sistemas de cromossomas sexuais
simples e mdltiplos em algumas espécies. Assim, eles representam um modelo
interessante para investigar o processo de evolugdo cromossémica entre peixes
Neotropicais (Bertollo et al., 2007; Cioffi et al., 2013).

Entretanto, embora pequena, esta familia ainda apresenta alguns problemas
taxonémicos ndo resolvidos. Especificamente no género Hoplias, trés grandes grupos de
espécies foram definidos com base em seus caracteres morfologicos: H. lacerdae, H.
malabaricus e H. macrophtalmus (Oyakawa, 1990). O grupo lacerdae foi recentemente
revisto e 5 espécies validas sdo agora reconhecidas: H. lacerdae, H. intermedius, H.
brasiliensis, H. curupira e H. australis, sendo os dois Ultimos correspondentes a novas
espécies (Oyakawa & Mattox, 2009). O grupo macrophthalmus também foi revisto e
apenas uma Unica espécie é agora considerada, dado que as espécies nominais, H.
aimara e H. macrophthalmus, anteriormente consideradas, se referem a um mesmo
taxon, onde o nome H. aimara tem precedéncia de acordo com as regras do Cddigo
Internacional de Nomenclatura Zooldgica (Mattox et al., 2006). Por sua vez, o grupo
malabaricus, constituindo um provavel complexo de espécies, ainda requer revisao
taxondmica.

De fato, os dados citogenéticos obtidos até o presente momento sugerem que as
trés espécies nominais, Erythrinus erythrinus, Hoplerythrinus unitaeniatus e Hoplias

malabaricus, constituem um conjunto de espécies (Bertollo, 2007). Notavelmente, H.
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malabaricus apresenta uma grande variag¢do cariotipa, com 7 cariomorfos distinguiveis
pelo numero diploide, forma e tamanho dos cromossomos e sistemas de cromossomos
sexuais (Bertollo et al., 2000; Bertollo, 2007). Além disso, diferentes classes de DNAs
repetitivos também forneceram dados relevantes sobre a diversificacdo populacional
destes peixes, representando bons marcadores cromossomicos para detectar eventos
evolutivos recentes (Cioffi et al., 2012).

Excluindo H. malabaricus, pouca informacdo citogenética esta disponivel para
outras espécies do género Hoplias, algumas delas com destaque especial quanto ao
tamanho que apresentam, uma vez que podem atingir ou mesmo exceder 1,0 metro de
comprimento. Os poucos dados citogenéticos disponiveis apontam para a presenca de
uma mesma férmula cariotipica geral, com um nimero invaridvel de 50 cromossomos e
a auséncia de cromossomos sexuais diferenciados (Bertollo et al., 1978; Blanco et al.,
2011). Assim, tais caracteristicas aparentemente contrastam com a enorme diversidade
cariotipica que tem sido geralmente observada em outras espécies da familia
Erythrinidae e, particularmente, entre 0s espécimes representativos do grupo H.
malabaricus.

Assim sendo, este estudo foi realizado com o intuito de explorar modelos
existentes de evolucdo cariotipica entre espécies congenéricas do género Hoplias,
empregando métodos de citogenética classica e molecular, tendo como base espécies ja
bem definidas considerando suas revisfes taxonémicas recentes. Objetivou-se (1) o
conhecimento da estrutura cariotipica de espécies de Hoplias até entdo ndo analisadas,
(2) investigar a divergéncia cromossomica e provaveis relacdes entre as diferentes
espécies e (3) explorar / discutir os caminhos evolutivos contrastantes dentro deste

género.
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Material e Métodos
Material

Preparagdes cromossémicas foram obtidas a partir de 04 espécies distintas
pertencentes ao género Hoplias, conforme especificado na Tabela 3. As amostras foram
coletadas com a autorizacdo do 6rgdo ambiental brasileiro ICMBIO/SISBIO (Licenga n®
48.628-2). Todas as espécies foram devidamente identificadas pelo Prof. Dr. Oswaldo
T. Oyakawa, taxonomista especialista deste grupo zooldgico, sendo depositadas no

Museu de Zoologia da Universidade de S&o Paulo (MZUSP) (Tabela 3).

PreparacGes cromossdmicas mitéticas

Os animais foram injetados na regido abdominal com uma solucdo aquosa de
colchicina a 0,025%, na proporcéo de 1ml/100 g de peso. Depois de 40-50 minutos, 0s
espécimes foram sacrificados, e as preparacdes cromossémicas foram obtidas a partir de
células do rim anterior (Bertollo et al., 1978). Os procedimentos foram realizados em
conformidade com o Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade

Federal de S&o Carlos (Processo n® CEUA1853260315).

Coloragéo cromossémica

Em adicdo a coloracdo Giemsa convencional, os cromossomos foram também
analisados ap6s coloracdo com nitrato de Prata (Howell & Black, 1980), a fim de
visualizar as Regides Organizadoras de Nucléolos (Ag-RONs). A técnica de
bandamento C também foi utilizada para detectar a distribuicdo da heterocromatina C-
positiva nos cromossomos (Sumner, 1972). A coloragdo com Cromomicina A3 (CMAg)
foi também utilizada para identificar as regides ricas em GC nos cromossomos (Sola et

al., 1992).
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A hibridizacgao fluorescente in situ (FISH)

Foram utilizadas duas sequéncias de DNAr isoladas a partir do genoma de
Hoplias malabaricus. A primeira sonda incluiu cépias repetidas de DNAr 5S, contendo
120 pares de bases (pb) do gene codificante (DNAr 5S) e 200 pares de bases do
espacador ndo-transcrito (NTS) (Martins et al., 2006). J& a segunda sonda correspondeu
a um segmento de 1.400 pares de bases do gene do RNAr 18S, obtido por PCR a partir
do DNA nuclear de H. malabaricus (Cioffi et al. 2009a). A sonda de DNAr 18S foi
marcada com biotina-14-dATP utilizando o kit de marcagdo Biotin-Nick Translation
Mix (Roche), enquanto que a sonda de DNAr 5S foi marcada com digoxigenina-11-
dUTP, utilizando o kit DIG-Nick Translation Mix (Roche), de acordo com as instrucgdes
do fabricante. Além disso, também foram utilizadas sondas de oligonucledtidos,
contendo sequéncias de microssatélites (CA)is, (GA) 15 e (CAA)1w, marcadas
diretamente com Cy3 durante a sintese pela Sigma (St. Louis, MO, EUA) (Kubat et al.,

2008).

Preparacao das laminas, hibridacéo e detec¢édo do sinal

A hibridizacdo fluorescente in situ (FISH) foi realizada sob altas condicGes de
extringéncia nos cromossomos mitéticos (Pinkel et al.,, 1986). Os cromossomos
metafasicos foram incubados com RNAse (40 pg/ml) por 1 hora a 37°C. ApGs a
desnaturacdo do DNA cromossdmico em formamida 70%, 2 x SSC a 70°C, as
preparacdes foram incubadas em 2 x SSC por 4 min a 70 °C. A mistura de hibridizacao
(100 ng da sonda desnaturada, 10 mg/ml de sulfato de dextrano, 2 x SSC e formamida
50% em um volume final de 30 pL) foi aplicada sobre as laminas e a hibridizacédo foi
realizada durante uma noite a 37 °C, em uma camara umida contendo 2 x SSC. Duas
lavagens pos-hibridizacdo foram realizadas em um agitador (150 rpm) a 37 °C, a

primeira em formamida 50%, 2 x SSC por 15 min, e a segunda em 2 x SSC por 15 min.
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A lavagem final foi realizada em 4 x SSC a temperatura ambiente, por 15 min.
Estreptavidina-Cy3 (Sigma, St. Louis, MO, EUA) foi utilizada para a deteccao do sinal
da sonda de DNAr 18S, enquanto anti-digoxigenina FITC (Roche, Mannheim,
Alemanha) foi usada para detectar as sondas de DNAr 5S. Os cromossomos foram
corados com DAPI (1,2 ug/ml) em solucdo de “antifading” (Vector, Burlingame, CA,

EUA).

Anélises de microscopia

Aproximadamente 30 metafases foram analisadas por espécie para confirmar o
namero de cromossomos, a estrutura do cariotipo e os resultados de FISH. As imagens
foram capturadas em microscopio Olympus BX50 (Olympus Corporation, Ishikawa,
Japdo) usando o software Image Pro Plus 4.1 (Media Cybernetics, Silver Spring, MD,
EUA). Os cromossomos foram classificados como metacéntricos (m) ou

submetacéntricos (sm) de acordo com suas relagdes de braco (Levan et al., 1964).

Resultados

Individuos de todas as espécies estudadas apresentaram 2n = 50 cromossomos, em
ambos 0s sexos. Apenas pequenas variacfes em suas formulas cariotipicas foram
detectaveis, sendo 20 cromossomos metacéntricos (m) e 30 submetacéntricos (sm) em
H. intermedius, H. brasiliensis e H. aimara, e 16m e 34sm em H. lacerdae. Alem disso,
1-2 cromossomos supranumerarios foram encontrados em alguns individuos de H.
aimara (Figuras 5 e 6). A heterocromatina C-positiva foi observada na regido
centromeérica de todos os cromossomos e na regido terminal de alguns pares de
cromossomos em todas as espécies analisadas (Figuras 5 e 6).

Quando corados com CMAGs/DAPI, variagdes significativas foram observadas nas

diferentes espécies. Enquanto H. intermedius e H. brasiliensis apresentaram 8 sitios

30



CMAs" localizados nas regides centroméricas de quatro pares de cromossomos, H.
aimara mostrou apenas 2 sitios em um par submetacéntrico, também presente nas duas
espécies acima referidas (Figuras 5 e 6). Por sua vez, H. lacerdae, ndo apresentou
qualquer sitio CMA3* em seus cromossomos (Figura 5).

O mapeamento cromossdémico utilizando DNAs microssatélites (GA)1s € (CA)1s
mostrou padrdes semelhantes em todas as espécies, com sinais espalhados por toda a
extensdo dos cromossomos, além de um actimulo notavel na regido subtelomérica. No
entanto, foram observados padrdes diferentes entre as espécies com o microssatélite
(CAA)10. Além da presenca de sinais dispersos ao longo do comprimento de todos 0s
cromossomos, um acumulo consideravel desta sequéncia foi detectado em um par de
especifico de cromossomos, ndo homdlogo entre as espécies, com excecdo de H.
lacerdae onde tal acimulo n&o foi constatado (Figuras 7-10).

Sitios de DNAr 5S foram encontrados em apenas um par cromossémico por
espécie, sendo este idéntico nas 04 espécies analisadas. No entanto, o DNAr 18S
mostrou distribuicdes especificas para cada espécie, mostrando ser um bom marcador
citotaxondmico. Todas as espécies compartilharam um par cromossémico
submetacéntrico caracteristico portador destes sitios, também corado pelo nitrato de
Prata, representando o Unico sitio Ag-RON ativo nestas espécies. Além disso, H.
brasiliensis, H. aimara e H. lacerdae apresentaram 4, 2 e 1 sitios adicionais de DNAr
18S, respectivamente, alguns deles homologos entre as espécies (Figuras 7-10).

Para uma melhor visualizacdo e comparacdo entre as espécies, a Figura 11

resume os resultados de citogenética classica e molecular acima mencionados.
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Discussao
Considerac0es sobre a evolugdo cromossdémica no género Hoplias

Excluindo algumas caracteristicas de pouco destaque, tais como um ndmero
ligeiramente diferente de cromossomos meta- e submetacéntrico em H. lacerdae e a
ocorréncia de alguns microcromossomos supranumerarios em H. aimara, todas as
quatro espécies analisadas mostraram uma grande homogeneidade na sua
macroestrutura cariotipica, com cariotipos compostos por 50 cromossomos meta e
submetacéntricos. Além disso, observou-se um padrdao semelhante de distribuicdo da
heterocromatina C-positiva, das Ag-NORs, assim como a ndo ocorréncia de
cromossomos sexuais heteromorficos detectaveis. Portanto, a especiacdo neste grupo de
espécies de Hoplias ndo foi acompanhada por mudancas significativas a nivel
cromossémico. Tal cenario conservador também foi encontrado em alguns resultados
anteriores, onde diferentes populagdes de H. aimara e H. intermedius, e um grupo de
espécimes ndo identificadas do chamado "grupo lacerdae", compartilharam a mesma
macroestrutura cariotipica (Morelli et al., 2007; Blanco et al., 2011). Desta forma, este
modelo particular da evolugdo cromossémica é agora caracterizado e compartilhado por
um grupo de espécies bem reconhecidas dentro do género Hoplias.

No entanto, apesar de mecanismos evolutivos terem evitado grandes mudancas
nos caridtipos destas espécies de Hoplias, o mapeamento citogenético de diferentes
sequéncias de DNAs repetitivos forneceram marcadores cromossdmicos confiaveis,
revelando diferencas especificas entre elas, como também previamente observado para
outras populac@es distintas de H. aimara e H. intermedius (Blanco et al., 2011). Na
verdade, DNAs repetitivos sdo altamente dindmicos ao longo da evolugéo, permitindo
sua aplicacdo em estudos evolutivos (Biemont & Vieira, 2006). Embora o DNAr 5S
mostrou uma distribuicdo conservada nos cromossomos de todas as espécies analisadas,

como € geralmente observado na maioria das familias de peixes (Gornung et al., 2013),
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a distribuicdo do DNAr 18S e sitios CMA3" apresentaram diferencas significativas.
Com a excec¢do de H. lacerdae, todas as espécies compartilharam um par cromossémico
submetacéntrico caracteristico que possui um sitio de DNAr 18S/CMAs" (Figuras 5-
11). Na verdade, RONs ricas em GC sdo comumente encontrados entre os peixes (Mayr
et al., 1985; Bellafronte et al., 2009), e estes foram também os Unicos sitios Ag-RONs
ativos. No entanto, nem todos os sitios de DNAr 18S foram necessariamente GC-ricos,
situacdo também ja& encontrada em outras espécies de peixes (Mandrioli et al., 2001;
Souza et al., 2001).

Sitios adicionais de DNAr 18S foram encontrados em H. brasiliensis, H. aimara e
H. lacerdae, cada espécie apresentando um padrdo particular de 6, 4 e 3 sitios,
respectivamente. Uma condicdo polimérfica, onde apenas um cromossomo do par
homdlogo apresentou um sitio de DNAr 18S, foi observada em H. brasiliensis e H.
lacerdae (Figura 11). Esta situacdo pode dever-se a i) uma limitacdo da técnica de
FISH para detectar as sequéncias de DNAr em ambos 0s cromossomos, devido a seu
reduzido nimero de copias; ii) a ocorréncia de crossing-over desiguais, alterando a
quantidade de DNAr entre os homologos, ou iii) a mobilidade de sequéncias de DNAr
pela atividade dos elementos transponiveis (TEs). Na verdade, os genomas dos peixes
contém muitos tipos de TEs e uma série de estudos recentes vem demonstrando o seu
potencial na mobilidade do DNAr (Raskina et al., 2008; Volff, 2005; Costa et al., 2013).
Particularmente, em outra espécie de eritrinideo (Erythrinus erythrinus), a inser¢do do
elemento transponivel Rex3 em sequéncias de DNAr é tida como responsavel pelo
espalhamento do DNAr no genoma desta espécie (Cioffi et al., 2010; Martins et al.,
2013).

Os microssatélites sdo sequéncias repetidas abundantes presentes em todos 0s
genomas dos eucariotos estudados até o presente momento (Tautz & Renz, 1984). Nos

peixes, 0s microssatélites sdo geralmente localizados nas regiGes centroméricas e
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teloméricas dos cromossomos, onde uma fracdo significativa de DNAs repetitivos é
encontrada (Cioffi & Bertollo, 2012). Os microssatélites (CA)ise (GA)1s mostraram
uma distribuicdo semelhante nas quatro espécies analisadas, sendo abundantemente
localizadas nas regides teloméricas de todos os cromossomos, como também observado
em algumas outras espécies de peixes, como Triportheus trifurcatus, Imparfinis
schubarti, Danio rerio e em H. malabaricus (Vanzela et al., 2002; Yano et al., 2014).
Em contraste, o microssatélite (CAA)10 mostrou uma distribuicdo especifica para H.
intermedius, H. brasiliensis e H. aimara. Além da sua distribuicdo ao longo dos
cromossomos, um forte acimulo foi encontrado em um determinado par cromossémico
para cada espécie, com excec¢do de H. lacerdae, apontando para ocorréncia de caminhos
evolutivos distintos na organizacao gendmica entre essas espécies de Hoplias.

De fato, os DNAs repetitivos sdo caracterizados por um processo evolutivo
dindmico (Wichman et al., 1991; L6pez-Flores et al., 2012) e uma das principais
propriedades de sequéncias microssatélites € a capacidade de originar variagdes com
nameros diferentes de repeticdes (Bhargava & Fuentes, 2010). Deste modo, a fracdo
repetitiva do genoma (aqui exemplificada pelo DNAr e microssatélites) parece escapar
da pressdo seletiva que atua nos segmentos ndo-repetitivos, sendo assim capaz de
mostrar eventos evolutivos recentes (Martins, 2007). Portanto, embora preservando uma
macroestrutura cariotipica semelhante, é evidente que as distintas espécies de Hoplias
apresentam algumas diferenciagdes cromossomicas internas, provavelmente devido ao
fluxo génico restrito, corroborando com a sua recente revisao taxonémica.

Entretanto, a caracteristica mais intrigante surge quando analisamos 0 cenario
existente na espécie congenérica H. malabaricus (Figura 12). Diferentemente do
padrdo conservado de cariotipos com 2n = 50 e cromossomos meta-submetacéntricos
em ambos 0S sexos nas espécies ora analisadas, H. malabaricus apresenta uma

diferenciacdo acentuada entre as populagdes distribuidas por toda a regido Neotropical,
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permitindo a caracterizagdo de varios cariomorfos que divergem no numero diploide, na
morfologia cromossdmica, na distribuicdo de sequéncias repetitivas de DNA e na
presenca de sistemas de cromossomos sexuais simples ou multiplos (Bertollo et al.,
2000; Cioffi et al., 2012; Cioffi et al., 2009%). Embora alguns desses cariomorfos sejam
endémicos a uma determinada bacia hidrografica, outros possuem uma ampla
distribuicdo geografica, sendo encontrados também em simpatria sem a deteccdo de
hibridos, o que indica a ocorréncia de um provavel complexo de espécies (Bertollo et
al., 2000). Adicionalmente, andlises moleculares também destacam a divergéncia
evolutiva em H. malabaricus, suportando a hip6tese de que mesmo um U{nico
cariomorfo pode conter mais do que uma Unica espécie (Marques et al., 2013).
Concordantemente, a diferenciagdo entre as populacdes de um mesmo cariomorfo
também foi evidenciada pela distribuicdo de DNAs repetitivos nos cromossomos,
reforcando assim a biodiversidade presente neste grupo (Cioffi et al., 2009Db).

Portanto, um conservadorismo cromossémico, juntamente com a presenca de
caridtipos altamente variaveis, estad presente em diferentes espécies de Hoplias,

evidenciando relacGes evolutivas altamente distintas entre espécies congenéricas.

O que leva a modos distintos de evolugdo cariotipica entre espécies estreitamente
relacionadas?

Processos de diversificagdo cariotipica e padroes morfolégicos sdo muitas vezes
indicadores do estilo de vida de uma espécie (Wainwright & Reilly, 1994), e varios
vertebrados oferecem uma oportunidade Unica para analisar tais correla¢fes, uma vez
que algumas espécies experimentaram taxas mais rapidas de mudancas evolutivas na
anatomia e no seu modo de vida do que outras (Rabosky et al., 2013).

Nos mamiferos, por exemplo, alguns taxons apresentam uma maior taxa de

evolucdo cromossémica e isso pode ser explicado pela forma como as espécies estdo
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socialmente organizadas (Wilson et al., 1975). Tem sido sugerido que 0s sistemas
sociais presentes em alguns grupos de mamiferos levam a uma estrutura populacional
que favorecem a ocorréncia de endogamia e favorece a deriva genética, facilitando a
fixacdo de rearranjos cromossomicos (Bush et al., 1977). O fator-chave envolvido
parece ser o tipo de comportamento social, gerando tamanhos efetivos pequenos de
populagéo e endogamia.

Um bom exemplo sobre as diferencas na variabilidade cromossémica em espécies
estreitamente relacionadas pode ser também observado entre caes e raposas. Neste caso,
todos os membros do género Canis apresentam 2n = 78 cromossomos, ao passo que em
raposas 0 nimero cromossémico varia de 38 a 78 (Bush, 1975). Essa diferenciacdo pode
ser devido a seus diferentes comportamentos sociais. Enquanto os cdes apresentam uma
distribuicdo geografica mais ampla e cruzam livremente, as raposas vivem em grupos
familiares menores e ndo ocupam um territorio tdo vasto e, portanto, novos rearranjos
cromossémicos sdo mais propensos a persistir entre raposas devido a endogamia
(Gibson, 1984). Outro cenério interessante € encontrado na ordem Perissodactyla,
compreendendo as familias Equidae, Tapiridae e Rhinocerotidae (Radinsky, 1966;
Trifonov et al., 2008). As taxas de rearranjos sdo até 200 vezes maiores em equideos,
em comparagao com 0s outros membros existentes, onde o nimero dipléide varia de 2n
= 32 em Equus zebra a 2n = 66 em E. ferus przewalskii (Ryder et al., 1978). Esta rapida
taxa de evolugdo cromossdmica parece ser concomitante com eventos de especiacao e
dispersdo do género Equus que ocorreram na Africa no final do Plioceno e inicio do
Pleistoceno (Bernor et al., 2010).

Curiosamente, em espécie do género Hoplias, duas situacfes distintas podem ser
observadas em relacdo a seus habitos ecoldgicos. Enquanto H. malabaricus é
caracterizada por ter um habito mais sedentario, ocupando preferencialmente lagoas

marginais, H. lacerdae, H. aimara, H. brasiliensis e H. intermedius tem habito

36



diferente, ocupando preferencialmente a calha principal dos rios (Blanco et al., 2011).
Portanto, populagbes menores e mais isoladas podem ser comumente encontradas em H.
malabaricus, permitindo a fixacdo de rearranjos cromossoOmicos e a geragdo de uma
diversidade cariotipica tanto intra- como interespecifica, ao contrario de outras espécies
de Hoplias. A coexisténcia destes distintos estilos de vida e estrutura populacional pode,
portanto, estar correlacionados com os dois modelos evolutivos contrastantes presentes
neste género e, consequentemente, na ocorréncia da diversidade cromossomica
altamente diferenciada entre espécies congenéricas.

Na realidade, rearranjos cromossdmicos podem espalhar-se e serem fixados mais
facilmente em pequenas populacdes, devido a maior probabilidade de geracdo de formas
homozig6ticas para os rearranjos, as quais estdo livres dos problemas de segregacdo
meidtica (Pellestor et al., 2011). O fato de que muitas espécies diferirem quanto a
presenca e fixacdo de rearranjos cromossdmicos especificos sugere que 0s rearranjos
que contribuem para especiacdo sao mais susceptiveis de se acumular em alopatria ou
sob condicbes de fluxo génico restrito (Butlin, 2005). Na verdade, espécies de peixes
caracterizadas por uma maior mobilidade e densidade populacional geralmente
apresentam cariétipos mais conservados, como exemplificado por alguns peixes
Neotropicais migratorios, como os Anostomidae, Prochilodontidae, Curimatidae, onde
poucas ou quase nenhuma mudanca é geralmente encontrada nos cariétipos das espécies
(Bertollo et al., 1986; Oliveira et al., 1988). Pelo contrario, a ocorréncia de uma alta
variabilidade cariotipica € geralmente observada em grupos de peixes com baixa
mobilidade e que apresentam pequenas populacfes isoladas umas das outras. Tais
fatores contribuiram, por exemplo, para a grande variagdo cromossdmica encontrada
entre os peixes do género Channa, onde o numero diploide varia de 2n = 32, em C.
punctata a 2n = 112, em C. gachua. Neste caso, rearranjos Robertsonianos, inversoes

pericéntricas e poliploidia estdo presentes em diferentes espécies/populaces,
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despontando como as principais fontes de tal diversidade cromossomica (Rishi &
Haobam, 1990; Kumar et al., 2013).

No entanto, outras caracteristicas relacionadas com a propria organizacao
gendmica podem estar também implicadas na geracdo de variabilidade cromossémica,
como exemplificado em Cricetidae. Nesta familia, dois géneros de 1émures, Lemmus e
Dicrostonyx, possuem estruturas populacionais semelhantes. Contudo, a0 mesmo tempo
em que pouca variabilidade cromossémica esta presente no primeiro, uma taxa mais
elevada é encontrada no dltimo (Gibson, 1984; Gileva, 1983). De fato, quebras
cromossémicas durante o processo evolutivo ndo sdo eventos aleatérios, resultando em
segmentos que sdo conservadas ao longo de milhdes de anos, em contraste com outras
regides instaveis que sdo mais susceptiveis a rearranjos devido as suas caracteristicas de
sequéncia de base (Ruiz-Herrera et al., 2006). A fragilidade cromossémica tem sido
associada com a evolugdo cariotipica em algumas espécies de mamiferos, tais como 0s
cangurus do género Petrogale (Eldridge & Johnston, 1993) e primatas da familia
Cebidae (Mudry et al., 1995). Além disso, a tendéncia para fragilidade cromossémica é
uma das teorias que podem explicar as amplas variagbes cromossdmicas encontradas
entre espécies de cervos do género Mazama (Duarte & Jorge, 1996). Portanto, nos casos
analisados neste trabalho, além de seus estilos de vida diferentes, caracteristicas
inerentes aos proprios cromossomos podem também contribuir para os modelos
evolutivos contrastantes presentes no género Hoplias. No entanto, outras diferentes
abordagens, incluindo analises meioticas, assim como questdes externas relacionadas
com tamanho efetivo da populacdo, fluxo génico e dindmica populacional constituem

ferramentas Uteis para o melhor esclarecimento deste cenario peculiar.
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Tabela 3. Locais de procedéncia das espécies de Hoplias, com os respectivos tamanhos

amostrais e codigos de identificacdo do museu.

Espécies Procedéncia N Depdsito no
Museu

Hoplias brasiliensis ~ Grédo Mogol (MG) — rio 084 029 EA02014103101
Itacambiruct (bacia do rio
Jequitinhonha)

Hoplias aimara Queréncia (MT) — (bacia do rio 034 019 EAO02014080302
Xingu)

Hoplias intermedius  Piscicultura Aquaminas (Poco 047 042 EA02014082801
Fundo — MG)
(bacia do rio Parand)

Hoplias lacerdae Piscicultura Aquaminas (Pogo 024 069 EA02014082802

Fundo — MG)
(bacia do rio Ribeira de Iguape)

MT = Mato Grosso, MG = Minas Gerais
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Figura 5. Cariotipos de Hoplias intermedius e Hoplias brasiliensis com coloragédo
Giemsa convencional (a) e apos Bandamento C (b) apresentando 2n=50 cromossomaos.
(c) e (d) mostram metafases destas espécies, coradas com DAPI (c) e Cromomicina As
(d), com destaque para os sitios CMA3", ricos em GC nos cromossomos. Em (e) sdo
apresentadas fotos dos espécimes. Barra =5 pum
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Figura 6. Caridtipos de Hoplias lacerdae e Hoplias aimara com coloracdo Giemsa
convencional (a) e ap6s Bandamento C (b) apresentando 2n=50 cromossomaos. (c) e (d)
mostram metafases destas espécies, coradas com DAPI (c) e Cromomicina Az (d). As

setas indicam os sitios CMAz", ricos em GC nos cromossomos. Em (e) sdo apresentadas
fotos dos espécimes. Barra=5 pum
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Hoplias intermedius

Figura 7. Placas metafésicas de Hoplias intermedius mostrando a distribuicdo dos sitios
de DNAr 18S (vermelho) e DNAr 5S (verde) nos cromossomos, 0 par cromossémico
portador de Ag-NORs e a distribuicdo dos microssatélites (CA)s, (GA)15 € (CAA)10.
Observar o padrdo de distribuicdo geral de microssatélites e a presenca de sitio mais

conspicuos de (CAA)10 no brago curto de um par submetacéntrico (setas). Barra = 5um.



Hoplias aimara

5S rDNA / 18S rDNA

Figura 8. Placas metafasicas de Hoplias aimara mostrando a distribuicdo dos sitios de
DNAr 18S (vermelho) e DNAr 5S (verde) nos cromossomos, 0 par cromossomico
portador de Ag-NORs e a distribuicdo dos microssatélites (CA)s, (GA)1s e (CAA)10.
Observar o padrdo de distribuicdo geral dos microssatélites e a presenca de sitios mais

conspicuos de (CAA)10 no brago curto de um par submetacéntrico (setas). Barra = 5um.

44



Hoplias lacerdae

55 rDNA / 18S rDNA
" -

Figura 9. Placas metafasicas de Hoplias lacerdae mostrando a distribuicdo dos sitios de
DNAr 18S (vermelho) e DNAr 5S (verde) nos cromossomos, 0 par cromossdmico
portador de Ag-NORs e a distribuicdo dos microssatélites (CA)1s, (GA)15 e (CAA)10.

Barra = 5pm.
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Hoplias brasiliensis

5S rDNA / 18S rDNA

Figura 10. Placas metafasicas de Hoplias brasiliensis mostrando a distribuicdo dos
sitios de DNAr 18S (vermelho) e DNAr 5S (verde) nos cromossomos, 0 par
cromossdémico portador de Ag-NORs e a distribuicdo dos microssatélites (CA)1s, (GA)1s
e (CAA)10. Observar o padréo de distribuicdo geral dos microssatélites e a presenca de
sitio mais conspicuos de (CAA)io no braco curto de um par submetacéntrico (setas).

Barra = 5pm.
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Figura 11. Resumo das principais caracteristicas cromossdmicas das espécies de Hoplias investigadas no presente estudo.
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Figura 12. Padrédo cariotipico conservativo (1) compartilhado por diferentes espécies de Hoplias, contrastando

com cari6tipos altamente divergentes (Il) apresentados por representantes de H. malabaricus, com 07

cariomorfos (AG) indentificados. Em (lI), cariomorfos presentes na mesma caixa compartilham caracteristicas

cromossomicas entre si, que diferem entre os dois conjuntos de box considerados.

48



6. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados encontrados evidenciaram uma grande homogeneidade na
macroestrutura cariotipica, com 2n=50 cromossomos e caridtipos compostos apenas por
cromossomos meta- e submetacéntricos, com auséncia de cromossomos sexuais
heteromorficos, compartilhado pelas 04 espécies de Hoplias investigadas, ou seja, H.
lacerdae, H. intermedius, H. brasiliensis e H. aimara. Adicionalmente, algumas
particularidades especificas na microestrutura cariotipica destas espécies também se
mostram presentes, evidenciadas pela analise de componentes da fragcdo repetitiva do
genoma. Tais diferencas sdo de fato esperadas, considerando o processo de especiacédo
ocorrido, corroborando assim com a recente classificacdo taxonémica realizada nesse
grupo de espécies. Entretanto, o que mais se destaca nessas espécies € 0
conservadorismo cromossémico presente na macro-estrutura do cariétipo. Este
conservadorismo contrasta grandemente com o0 cenario encontrado na espécie
congenérica H. malabaricus, onde uma conspicua variacdo cromossémica pode ser
observada entre distintas populagdes, inclusive com a presenca de sistemas
diferenciados de cromossomos sexuais em varias delas. Adicionalmente, uma
significativa diversidade cariotipica também é encontrada em outros géneros da familia
Erythrinidae, como Hoplerythrinus e Erythrinus. Assim sendo, o conjunto de espécies
ora investigadas apresenta-se como uma excecdo nesta familia, onde a diversidade
cariotipica entre espécies/populacdes tem sido a regra. Tal fato ndo se mostra usual,
ainda mais considerando que espécies pertencentes a um mesmo género, COMo € 0 €aso
de Hoplias, apresentem modos téo divergentes de evolugdo cromossémica.

Tais diferengas podem estar relacionadas diretamente com seus modos de vida.
De fato, H. malabaricus habita lagoas marginais e tem um comportamento mais Iéntico,
tendendo a formar populac6es mais isoladas, propiciando assim a diferenciagdo genética

inter-populacional. Por outro lado, as espécies ora analisadas vivem preferencialmente

49



em rios principais e tem um comportamento mais migratério, o que pode contribuir com
a manutencdo da uniformidade cariotipica observada.

Contudo, fatores adicionais podem estar também influenciando esta ocorréncia.
E conhecido, por exemplo, que sitios frageis nos cromossomos podem propiciar a
ocorréncia de uma maior variabilidade no genoma de vérias espécies de mamiferos.
Portanto, além de seus estilos de vida diferentes, as caracteristicas internas do genoma
das espécies podem contribuir para os modelos evolutivos contrastantes presentes no
género Hoplias. Buscando compreender ainda mais este cenario, abordagens
multidisciplinares poderdo elucidar a implicacdo de possiveis fatores inter-relacionados,
tais como caracteristicas moleculares intrisecas das espécies e 0s processos meioticos
associados com a origem de rearranjos cromossdmicos, assim como caracteristicas
externas relacionadas ao tamanho efetivo da populacdo, ao fluxo génico e a dindmica

populacional.
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