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RESUMO 
 
LIMA, Claudineia Barbosa de, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, Abril de 2008. 

Variação Citogenética em Hoplias malabaricus (Bloch, 1794) no limite das 
bacias do Alto Paraguai e da Amazônica.  

 Orientador: Lucio Antonio de Oliveira Campos. Co-Orientadores: Jorge Abdala 
Dergam dos Santos e Luiz Orlando de Oliveira 

 
A ordem Characiformes representa um dos grupos dominantes de teleósteos na 

região Neotropical, com ampla distribuição geográfica. Um desses caraciformes, a 

traíra Hoplias malabaricus, apresenta aspectos sistemáticos não resolvidos. Esta 

espécie apresenta grande diversidade de padrões cariotípicos dentro e entre bacias 

hidrográficas, com variações na morfologia e número cromossômico, em alguns 

casos envolvendo sistemas de cromossomos sexuais múltiplos. Foram comparadas 

populações de H. malabaricus das bacias do Alto Paraguai e amazônica, 

consideradas isoladas por aproximadamente 10 milhões de anos. Os espécimes 

foram coletados e submetidos a técnicas padrões de citogenética (coloração 

convencional, bandas C, NOR e CMA3). Na drenagem amazônica foram analisadas 

amostras de três afluentes do rio Juruena (rios Sangue, Papagaio e Arinos). No 

Sangue as traíras apresentaram 2n=40, fórmula cromossômica 18 m +16 sm + 6 st e 

número fundamental (NF) igual a 80; no Papagaio foram 2n=42, fórmula 

cromossômica 18 m + 24 sm e NF= 84 e no Arinos apresentaram 2n=42, fórmula 

cromossômica 20 m + 22 sm e NF= 84. Na bacia do Paraguai, foram amostradas 

populações dos rios Paraguai, Sepotuba e córrego Joaquim do Boche, todas  

apresentaram 2n=40, 20m + 20sm e NF=80. A morfologia do citótipo do rio Sangue 

foi considerada como nova no presente trabalho. Todas as populações 

apresentaram regiões heterocromáticas predominantemente centroméricas e alguns 

cromossomos com blocos heterocromáticos em regiões teloméricas associados com 

regiões organizadoras de nucléolos. O padrão de NORs se mostrou variável, mas 

todas a populações apresentaram NORs multiplas, demonstrando serem ricas em 

GC. A presença de citótipos semelhantes nas bacias do Paraguai e do Juruena 

sugere que a diversificação cariotípica precedeu a última vicariância entre estas 

drenagens, há 10 milhões de anos. Por outro lado, os citótipos em cada afluente do 

Juruena indicam que na bacia amazônica os processos de diferenciação 

cromossômica podem ter ocorrido de maneira mais intensa do que é observado nas 

bacias do sul brasileiro. 
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ABSTRACT 
 
LIMA, Claudineia Barbosa de, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, April 2008. 

Cytogenetic Variation in Hoplias malabaricus (BLOCH, 1794) in the 
boundaries of the Upper Paraguai and amazon basins.  

 Advisor: Lucio Antonio de Oliveira Campos. Co-advisors: Jorge Abdala Dergam 
dos Santos e Luiz Orlando de Oliveira 

 
 
The order Characiformes is one of the dominant teleost taxa in the neotropical 

region, where it is widely distributed. The systematics of one characiform, the trahira 

Hoplias malabaricus, is still unresolved. This species is characterized by high levels 

of karyotypical variation within and among basins, including differences in 

chromosome morphology and number, and in some cases, involving systems of 

multiple sex chromosomes. We compared cytogenetic data of populations H. 

malabaricus from the Upper Paraguay and amazon basins that have been isolated 

for at least 10 million years. Samples were collected and subject to standard 

cytogenetic techniques (Giemsa staining, C and NOR banding and CMA3). In the 

Amazon Basin samples from three tributaries of the Juruena River (Sangue, 

Papaguaio and Arinos rivers). In the Sangue river they were 2n=40, chromosomal 

formula 18 m + 16 sm + 6 st and fundamental number (NF) = 80; in the Papagaio 

river trahiras had 2n=42, chromosomal formula 18 m + 24 sm e NF= 84 and in the 

Arinos river they were 2n=42, chromosome formula 20 m + 22 sm and NF= 84. In the 

Paraguai basin, samples were collected in the Paraguai, Sepotuba rivers and in the 

Joaquim do Boche spring. All were 2n=40, with 20m + 20sm and NF=80. Morphology 

of the Sangue rivers cytotypes were considered as new proposal in this work. All 

populations were characterized by mostly centromeric heterochromatic regions, 

whereas some chromosomes showed telomeric blocks of heterochromatin 

associated to nucleolar organizer regions. Pattern of NOR variation was highly 

variable, but all populations showed multiple NORs associated to GC-rich regions. 

The shared presence of 2n=40 and 2n=42 cytotypes in the Upper Paraguay and 

Juruena basins suggested that karyotypic diversification within H. malabaricus largely 

preceded the 10 million years vicariance. The occurrence of unique cytotypes in the 

three Juruena tributaries indicated that processes of chromosomal differentiation 

were more intense in the Amazon basin than in the southern Brazilian basins. 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 

 

O conjunto de dados moleculares de peixes atuais (Beheregaray et al., 2002; 

Lovejoy et al., 2005; Montoya-Burgos et al., 2002; Sivasundar et al., 2001) e 

registros fósseis em diferentes bacias (Gayet e Meunier, 1998; Lundberg, 1998; 

Malabarba, 1998) apontam para o reconhecimento de que complexos eventos de 

isolamento (vicariância) e dispersão da ictiofauna na região neotropical ocorreram ao 

longo de um tempo geológico que pode se estender, no caso da família Erythrinidae, 

ao Cretáceo e à separação da África da América do Sul. 

O cerne da evolução geomorfológica da América do Sul envolve o processo de 

formação dos Andes, resultado de um processo de compressão leste-oeste do 

continente e elementos mais estáveis como os escudos continentais e arcos 

estruturais. Desde o final do Mesozóico e durante grande parte do Cenozóico, a 

dinâmica das bacias e seus tributários acompanham o desenvolvimento de uma 

bacia antepaís (“foreland basin”) flutuante que se desloca na direção leste, 

interposta entre os Andes e os escudos continentais. A bacia flutuante determina 

duas fases dos rios: na primeira, os rios como o paleo Orinoco-Amazonas (no 

sentido de Lundberg et al., 1998) ou lagos correm ou se desenvolvem de forma 

paralela ao eixo da cordilheira e permitem transgressões marinhas na região do 

Caribe e o Atlântico Sul; posteriormente, com o enchimento da bacia antepaís com 

sedimentos, os rios direcionam-se de forma transversal ou oblíqua aos Andes.  

Estas mudanças permitiram a ocorrência de eventos de vicariância e dispersão 

e representam provavelmente a principal causa do elevado nível de biodiversidade 

da região neotropical. Altos níveis de biodiversidade podem também, ser um reflexo 

dos efeitos diferenciados das glaciações no Hemisfério Sul, onde não provocaram, 

aparentemente, o fator de extinção nos níveis evidentes no Hemisfério Norte 

(revisão em Lundberg et al., 1998) 

Ao longo dos últimos 90 milhões de anos (ma), três processos definem a 

hidrogeologia do continente Sul Americano: 

1) a separação da  África iniciada no Aptiano-Albiano (≅ 112-105 ma) e 

completada no Turoniano (≅ 90 ma) (revisão em Lundberg et al., 1998),  

2) o desenvolvimento dos Andes nas suas regiões oeste e norte e  
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3) o desenvolvimento do istmo do Panamá, o qual conectou as Américas do 

Sul e Central e separou os oceanos Pacífico do Atlântico. 

 

1.1 A bacia amazônica 
 A história da bacia amazônica é, sem dúvida, representativa da evolução 

hidrogeológica da região neotropical. Esta bacia é o sistema dominante de 

drenagem no continente, compreendendo 7.050.000 km2, abrangendo a região norte 

e central do Brasil e partes da Venezuela, Colômbia, Equador, Peru e Bolívia. Os 

afluentes mais importantes da margem direita derivam, na sua maioria, do escudo 

brasileiro, como o Tocantins-Araguaia, Xingu e Tapajós. Embora o rio Madeira 

também apresente nascentes nas regiões norte e noroeste do escudo brasileiro, o 

maior volume d’água deste rio provém dos Andes bolivianos e peruanos. Outros rios 

de origem andina são o Purus, Solimões, Juruá, Huallaga, Maranhão, Pastaza, Içá, 

Japurá e o Vaupés (tributário do rio Negro superior). Os rios Negro e Branco drenam 

basicamente o lado sudoeste do escudo das Guianas. Na margem esquerda, rios 

como o Uatumã, Trombetas, Paru e Jari, drenam a região sul do escudo das 

Guianas (Lundberg et al., 1998). 

No Cretáceo superior (Campaniano a Maastrichtiano médio), o Amazonas 

apresenta-se dividido em duas seções, a mais oriental drenando para o Atlântico e a 

vertente ocidental para o oeste (Lundberg et al., 1998). Ambas vertentes estariam 

isoladas pelos arcos estruturais Purus e Monte Alegre (Lundberg et al., 1998). No 

final do Maastrichtiano e Paleoceno inferior, as transgressões marinhas ao norte e 

sul da América do Sul foram reduzidas, acompanhadas por um aumento no rio 

primitivo paralelo aos Andes primordiais, o qual forma o paleo Orinoco-Amazonas. 

No final do Paleoceno inferior (61-60 Ma), novas transgressões marinhas 

determinam mais uma redução do paleo Orinoco-Amazonas.  

O direcionamento do Amazonas ao Atlântico é relativamente recente, sendo 

estabelecida há 8 Ma, no Mioceno superior (Mertes et al., 1996). O conjunto destes 

processos favoreceu o isolamento e a dispersão de peixes de água doce numa 

vasta região dos neotrópicos. 

 

1.2 A bacia do Paraná 
A bacia do Paraná (considerando o sistema conjunto Paraná-Paraguai) é a 

segunda de maior porte no continente, drenando aproximadamente 4.000.000 km2 
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na Argentina, Bolívia, Brasil, Uruguai e Paraguai. O rio Paraguai drena a planície do 

Chaco e a extensa região do Pantanal, entre os Andes e o escudo brasileiro. O 

Paraguai e o Paraná encontram-se na Argentina, próximo à cidade de Corrientes. A 

foz do Paraná encontra-se com o rio Uruguai para formar o rio da Prata (Lundberg et 

al., 1998)  

As bacias do Paraná e do Amazonas apresentam uma longa e complexa 

história de conexões. No Cretáceo superior, um segmento da bacia do Paraná 

encontrava-se do lado oriental do maciço das Serras Pampeanas, enquanto um 

segmento de um grande rio encontrava-se entre este maciço e os Andes em 

formação. Parte deste rio primitivo envolveria um segmento dos componentes 

ocidentais da atual bacia do Paraná (Lundberg et al., 1998). 

No final do Maastrichtiano e Paleoceno inferior, a diminuição da transgressão 

marinha permitiu a existência de uma bacia do Paraná mais desenvolvida, com a 

captura de partes do sistema do paleo Orinoco-Amazonas, na região sudoeste do 

mesmo. No Eoceno médio e Oligoceno inferior, o divisor de águas entre as duas 

bacias sofreu uma mudança para o norte e o Paraná capturou cabeceiras do paleo 

Orinoco-Amazonas, quando as Serras Pampeanas perdem sua função de divisoras 

de água e o arco Michicola começa sua influência como divisor entre as duas bacias 

(Lundberg et al., 1998). No Oligoceno superior - Mioceno inferior (30-20 Ma), o 

divisor de Chapare passa a representar o divisor moderno entre as duas bacias. No 

Mioceno superior, o limite definitivo entre as duas bacias é estabelecido. Numa 

primeira instância, o limite sul da bacia amazônica é marcado por sedimentos do mar 

Pebas, aproximadamente a 10 °S, no Estado do Acre, enquanto o limite norte do 

mar Paraná ocorre a 17 °S, em posição norte noroeste de Santa Cruz de la Sierra, 

na Bolívia. Com um processo posterior de sedimentação, o divisor das bacias é 

marcado pelo arco estrutural de Michicola e a conseqüente captura de cabeceira do 

Paraná por parte da bacia amazônica. Do Mioceno superior ao Recente (8 Ma–

atualidade), os processos de sedimentação determinaram que o Paraná (e o 

Orinoco) corressem adjacentes e paralelos às bordas do escudo brasileiro e ao 

escudo das Guianas respectivamente. No litoral, os períodos interglaciais 

determinaram um aumento do nível do mar e a formação de um lago de 2.500 km de 

comprimento e uma largura máxima de 100 km, ao leste de Manaus. No Paraná, o 



 

 4

aumento do nível do mar pode ter também determinado a formação de lagos nas 

seções inferiores (Lundberg et al., 1998). 

A primeira captura do paleo Orinoco Amazonas determinou que o rio Paraná 

fluísse para o norte. O divisor moderno entre as bacias foi estabelecido há 30 Ma, 

mas a última captura de cabeceira entre as duas bacias ocorreu entre 11 e 10,8 Ma 

(Lundberg et al., 1998). 

 

 1.3 O complexo de espécies Hoplias malabaricus 

A traíra H. malabaricus, peixe caraciforme da família Erythrinidae, é uma das 

espécies nominais de mais ampla distribuição na região Neotropical, ocorrendo 

desde a Argentina (Província de Buenos Aires) até o Panamá (Berra, 1981). Suas 

características biológicas – sedentarismo, baixo metabolismo, incapacidade de 

realizar migrações rio acima e grande adaptabilidade, especialmente a ambientes de 

água parada – determinam que seja uma espécie muito estudada sob vários pontos 

de vista (Géry, 1977), como o fisiológico (Fernandes et al., 1994) e, particularmente, 

o citogenético (Bertollo et al., 2000), pois os diferentes citótipos aparentemente se 

comportam como boas espécies biológicas. 

As características sedentárias fazem desta espécie um excelente modelo de 

estudo para determinar padrões máximos de diferenciação genética, particularmente 

com a associação de conjuntos de caracteres independentes, como marcadores 

moleculares basicamente genômicos como RAPD-PCR e uniparentais (DNA 

mitocondrial) (Dergam et al., 2002) e marcadores citológicos como o cariótipo 

(número diplóide, padrões de bandamentos cromossômicos).  

Dergam et al. (2002) demonstraram que a associação de dados cariotípicos 

com padrões de divergência genômica obtidos com marcadores com altas taxas de 

mutações moleculares (RAPD), permitem a delimitação de populações ou mesmo de 

espécies simpátricas. Tais hipóteses devem ser testadas com dados de divergência 

de seqüências de DNA, pois é a forma mais acurada de estabelecer relações 

filogenéticas entre espécies ou populações (Hillis et al., 1996). 

Apesar da ausência de dados morfológicos diagnósticos que permitam 

diferenciar as populações ou espécies de traíras, estudos cariotípicos e moleculares 

permitem determinar alguns padrões claramente indicativos da influência de fatores 

geológicos no processo de evolução do grupo. O mapa de Bertollo et al. (2000) 

sugere padrões gerais de distribuição de sete citótipos na América do Sul (Fig. 1). 
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Dentro dos citótipos com 2n=40 (C, D, F e G), o que apresenta maior distribuição é o 

40/C (Fig. 2), com os primeiros quatro pares cromossômicos de tamanho 

semelhante. Dentro deste citótipo encontram-se uma série de haplótipos, os mais 

basais, presentes nas populações da bacia do Paraná, outros de relações não 

resolvidas com seqüências de citocromo b, até diferenciação dos citótipos (Dergam, 

com. pess.) 

Os citótipos 40/C e 42/A apresentam ampla simpatria nas bacias amazônica, 

do Paraguai. Na bacia amazônica também ocorre simpatria dos citótipos 40/C e o 

40-41 no rio Madeira. Na bacia do Tocantins ocorre simpatria entre os citótipos 40/C 

e 40/F (Bertollo et al., 2000).  

A separação final das bacias do Paraguai e a Amazônica ocorreu de forma 

definitiva entre 11 e 10,8 Ma (Lundberg et al., 1998), isolando população de vários 

citótipos, dentre eles, os 40/C e os 42/A, permitindo assim uma idade mínima para a 

separação destas duas linhagens.  
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Figura 1.  Distribuição dos citótipos de Hoplias malabaricus . Citótipos A (quadrados sólidos), B 
(aberto triângulo), C (círculos abertos), D (círculos sólidos), E (quadrado aberto), F (estrelas sólidas) e 
G (triângulos sólidos) compreendendo 32 regiões distintas no Brasil, 2 na Argentina e 1 no Uruguai e 
1 no Suriname. As amostras de São Paulo (SP) são mostradas em detalhes. Simpatria entre os 
distintos citótipos é indicado pelos grandes círculos abertos. (Fonte: Bertollo et al., 2000) 
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Figura 2. Cariótipos dos citótipos de Hoplias malabaricus com coloração convencional. Citótipos A, B, C, D, 
E, F e G. (Fonte: Bertollo et al., 2000). Barra = 5µm. 

 

Com base em dados de seqüências de amostras de DNA entre as bacias do 

rio Madeira e o Paraguai, Dergam et al. (no prelo) determinaram uma calibragem de 

relógio molecular de divergência mínima entre 0,34 e 0,36% por milhão de anos para 

o citocromo b, dentro do citótipo 40/C.  
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2. JUSTIFICATIVA 

 

Em comparação com outros grupos de vertebrados, pouco se conhece sobre 

a sistemática, evolução, ecologia, fisiologia, etologia, morfologia e genética de 

peixes. A falta de conhecimento está provavelmente relacionada ao elevado número 

de espécies, além de seu habitat que dificulta sua captura, observação e a 

determinação de seus parâmetros biológicos (Böhlke et al., 1978). A ictiofauna 

continental neotropical é considerada a mais rica do mundo, possuindo cerca de 60 

famílias e mais de 2500 espécies (Böhlke et al., 1978). 

No Brasil, boa parte desta biodiversidade se encontra na região de cerrado. 

De acordo com recentes publicações esta região é considerada uma das 25 áreas 

de maior biodiversidade ameaçada do planeta (Myers et al., 2000). Sua 

biodiversidade é considerada a mais rica dentre as savanas do mundo. Porém, a 

crescente expansão das pastagens, cultivos, redes de infra-estrutura, áreas 

degradadas e uso do fogo estão entre as mais importantes alterações ecológicas 

que se processam no Brasil na atualidade e têm levado ao empobrecimento 

biológico deste bioma (Klink et al., 2005). A erosão da biodiversidade é um dos 

efeitos diretos e imediatos causados por estas ações, enquanto sua recuperação 

representa ainda um desafio político-científico (Souza, 2001). 

Diante dessa situação há necessidade de estudos que caracterizem padrões 

de diversidade genética de espécies de peixes, para que trabalhos de conservação 

e manejo possam ser efetuados com uma base científica e objetiva. Nesse sentido, 

a citogenética, associada às outras ciências, tem se mostrado um meio de custo 

eficiente para estreitar a compreensão do passado, do presente e das relações entre 

as espécies, uma vez que seus dados têm sido usados com sucesso para o 

entendimento da citotaxonomia, evolução e filogenia (Guerra, 1988; Mariano et al., 

1999 e Sumner, 2003). 

 



 

 9

3. OBJETIVO 

 

Caracterizar a diversidade cariotípica de H. malabaricus, seu número diplóide 

e a morfologia cromossômica, distribuição e composição da heterocromatina e 

número e localização das regiões organizadoras de nucléolos, em populações 

amostradas no Alto Paraguai (rios Paraguai, Sepotuba e córrego Joaquim do Boche) 

à bacia amazônica (rios Sangue, Arinos e Papagaio). 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 Populações de H. malabaricus foram amostradas em três rios da bacia 

Amazônica: rio Sangue, rio Papagaio, rio Arinos e três rios da bacia do Paraguai: rio 

Paraguai, rio Sepotuba e córrego Joaquim do Boche.  

 Os indivíduos foram coletados com auxílio de anzol, redes e tarrafas, 

acondicionados em bombonas com água e oxigênio e conduzidos ao laboratório de 

Biologia Geral da Universidade do Estado de Mato Grosso (UNEMAT). No 

laboratório, foram colocados em aquários areados e receberam agentes 

mitogênicos, que foram injetados em duas doses com espaço de 24 horas, antes do 

processamento do espécime.  

Os espécimes foram submetidos às técnicas de obtenção de cromossomos 

de acordo com Bertollo et al. (1978). As técnicas de Banda C foram feitas segundo 

Sumner (1972); a banda NOR foi obtida conforme Howell & Black (1980) e os 

padrões de fluorescência DAPI/CMA3 seguiram de Schweizer (1980).  

A morfologia cromossômica foi determinada com base na razão dos braços 

de Levan et al. (1964). Os cromossomos foram classificados como m (metacêntrico), 

sm (submetacêntrico), st (subtelocêntrico) e t (telocêntrico). O número fundamental 

(NF) foi determinado considerando m, sm, st com dois braços e t com um braço.  

Depois de sacrificados os espécimes foram acondicionados em formol 10% 

por três dias e posteriormente transferidos para o álcool 70%. Os espécimes 

utilizados para as análises encontram-se no laboratório de Biologia Geral da 

Universidade do Estado do Mato Grosso – UNEMAT, Campus de Tangará da Serra.  

 

4.1 Obtenção dos cromossomos mitóticos metafásico 

O método consiste em um tratamento químico, com colchicina, para evitar a 

polimerização do fuso mitótico. As células do rim cefálico são separadas 

mecanicamente com uso de seringa hipodérmica e, posteriormente, hipotonizadas. 

Processo este que proporciona um aumento considerável do volume celular, 

facilitando o rompimento de suas membranas quando a suspensão é gotejada na 

superfície de uma lâmina aquecida.  

 A fixação, passo final da preparação, impede o rompimento das células 

quando ainda em solução hipotônica, mantendo satisfatoriamente a integridade da 
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estrutura cromossômica e evitando distanciamento excessivo dos cromossomos em 

relação à placa metafásica.  

 A metodologia utilizada foi composta pelos seguintes passos:  

1) Injetou-se intra-abdonalmente, entre as nadadeiras peitorais e ventrais, 

solução de colchicina (0,025%) na proporção de 1,0 mL/100g de peso do 

animal;  

 
2) O peixe foi deixado em aquário aerado por cerca de quarenta minutos. 

Decorrido esse tempo, o animal foi sacrificado e retirado o rim cefálico.  

 
3) O material foi lavado em solução hipotônica de KCl (0,075M)  

 
4) Em seguida dissociado em 10 mL de solução hipotônica com pinças de 

dissecção. Esse processo foi completado aspirando e expirando suavemente 

o material, com o auxílio de uma seringa hipodérmica de vidro desprovida de 

agulha, o que facilita a separação dos blocos celulares;  

 
5)  A suspensão celular obtida foi colocada em estufa a 36-37 ºC por 20 minutos;  

 
6) O material foi ressuspendido cuidadosamente com auxílio de pipeta Pasteur, 

transferindo-o para um tubo de centrífuga. Nessa transferência, os pedaços 

de tecido ainda não desfeitos foram descartados;  

 
7) Foi acrescentado cerca de 1mL de fixador (três partes de metanol para uma 

parte de ácido acético) celular recém preparado e, em seguida, o material foi 

ressuspendido e centrifugado durante 10 minutos a 1000 rpm e o 

sobrenadante descartado.  

 
8) Adicionou-se 6 a 8 mL do fixador celular, deixando-o escorrer através da 

parede do tubo. Ressuspendeu-se o material, com o auxílio de pipeta Pasteur 

e centrifugado durante 10 minutos a 1000 rpm descartando o sobrenadante.  

 
9) O item 8 foi repetido por mais uma vez.  

 
10) Após a última centrifugação e eliminação do sobrenadante, foi adicionada 

uma quantidade de fixador celular (cerca de 1,0 mL de fixador celular para 

cada 0,25 mL de “pellet”) e o material foi ressuspendido;  
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11)Pingou-se 2 a 3 gotas da suspensão com uma pipeta Pasteur, sobre uma 

lâmina limpa, mantida na água a 70-80 ºC, segundo Souza & Moreira-Filho 

(1994);  

 
12)A lâmina foi soprada levemente para que o excesso escorresse e se 

evaporasse e secada diretamente ao ar;  

 
13) O material foi corado com Giemsa (5%) diluído em tampão fosfato pH 6.8, 

durante 10 minutos e lavada em água corrente, secando-a ao ar.  

  

4.2 Técnica de Bandamento C 

 A técnica é utilizada para evidenciar regiões heterocromáticas ao longo dos 

cromossomos. Esta técnica envolve a solubilização diferencial de fragmentos de 

DNA, principalmente da região eucromática dos cromossomos metafásicos, por três 

tratamentos diferenciais: o ácido (HCl) que tem como efeito a depurinação, o 

tratamento com base fraca – Ba(OH)2 cujo efeito é a forte degradação de proteínas e 

um banho final com solução salina (2XSSC) quente, que provoca a quebra da 

cadeia do DNA entre a posição do carbono β da pentose e o grupamento fosfato. A 

configuração física da região heterocromática dificulta a perda de DNA e proteínas 

como ocorre de maneira drástica na região eucromática (Sumner, 1990). A Banda C 

tem auxiliado no pareamento de cromossomos homólogos e na avaliação de 

alterações cromossômicas que se estabelece em cada cariótipo (Guerra, 1988).  

Para evidenciar as regiões heterocromáticas, procedeu-se ao protocolo de 

Sumner (1972) com algumas modificações. As lâminas foram expostas a uma 

solução de HCl 0,2N a 42 ºC por 6 minutos. O passo seguinte correspondeu à 

exposição das lâminas a uma solução de hidróxido de bário 5% a 42 ºC por 55 a 70 

segundos e lavadas em HCl 0,2N. Em seguida foram transferidas para recipientes 

contendo uma solução salina 2XSSC a 60 ºC por 60 minutos. Entre cada um dos 

passos citados foi realizada a lavagem das lâminas com água destilada deixando 

secar bem.  
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4.3 Bandamento de Ag - NORs 

A atividade nucleolar, bem como das regiões organizadoras de nucléolo, pode 

ser efetuada através da metodologia de coloração por AgNO3. Tal método implica na 

precipitação da prata em proteínas envolvidas com a atividade transcricional do 

rDNA nucleolar, que são mais argentófilas que as demais. 

Para esta técnica foi utilizado o protocolo proposto por Howell & Black (1980) 

com modificações. Foi preparada uma mistura contendo quatro gotas de solução 

aquosa de nitrato de prata 50%, duas gotas de gelatina (em solução aquosa com 1% 

de ácido fórmico) e duas gotas de água. Esta mistura foi pingada sobre a lâmina, já 

devidamente gotejada com a suspensão celular, e espalhada sobre toda a extensão 

da lâmina com auxílio de uma lamínula. Em seguida, a lâmina foi incubada em 

câmara úmida e acondicionada em estufa a aproximadamente 60 ºC. Após 

aproximadamente 2 minutos a lâmina foi monitorada até que esta atingisse uma 

coloração marrom caramelo. Em seguida a lâmina foi lavada sob água corrente para 

retirar a lamínula e o excesso da mistura. 

 

4.4 Bandamento com fluorocromos CMA 3/DAPI 

Para a dupla coloração com os fluorocromos CMA e DAPI, as lâminas foram 

envelhecidas por três dias, coradas com 10 µL de CMA 0,5 mg/mL por 30 min e em 

seguida corada com 10 µL de DAPI 2 µg/mL por 60 min (Carvalho et al., 2005, com 

modificações). As lâminas foram montadas em tampão glicerol-McIlvaine pH 7,0 

(1:1) e novamente envelhecidas por três dias antes da análise no microscópio de 

fluorescência Leica DMLB. A captura de imagens de fluorescência foi feita com uma 

câmera de vídeo Cohu CCD e software Leica QFISH. As imagens foram 

posteriormente editadas no Adobe Photoshop versão 7.0. 

 

4.5 Captura de imagens  

 As metáfases foram analisadas em um microscópio Olympus CX41 e 

fotografadas em um microscópio Carl Zeiss, modelo 518N com uma objetiva de 

100x, ligado a uma câmera digital Canon Power Shot A620. 
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INTRODUÇÃO  
 

Os Characiformes representam uma das ordens predominantes de teleósteos 

na região Neotropical e apresentam uma distribuição geográfica que se estende 

desde os Estados Unidos da América do Norte até a Patagônia. São caracterizados 

por um alto grau de diversidade morfológica, fisiológica e um grande número de 

características adaptativas (Lemos et al., 2002). Este grupo de peixes apresenta 

características citogenéticas interessantes, tais como variação no número e na 

fórmula cromossômica, conseqüentemente no número fundamental, na 

determinação do sistema sexual, em polimorfismos estrutural e numérico das 

regiões organizadoras de núcleos e em padrões de bandamento C (Almeida-Toledo, 

1998). 

A família Erythrinidae é endêmica da região neotropical e uma representante 

dos grupos de ampla distribuição no continente. Compreende três gêneros: Hoplias, 

Hoplerythrinus e Erythrinus. O gênero Hoplias distingue-se dos demais pela 

presença de caninos no maxilar e nadadeira dorsal com 15 a 16 raios (Oyakawa, 

2003). A espécie Hoplias malabaricus, conhecida popularmente como traíra ou 

trairão, possui hábitos sedentários, estando bem adaptada a ambientes lênticos de 

água doce, com baixa profundidade e com vegetação, onde se refugia e constrói 

ninhos, embora possa ser encontrada em rios de pequeno e grande porte (Sabino & 

Zuanon, 1998). Estas características tornam essa espécie um bom modelo de 

estudo geográfico, particularmente sob o ponto de vista citogenético. 

Apesar de se tratar de uma única espécie nominal (Martins et al., 2006) a 

taxonomia desse grupo não é muito esclarecida (Oyakawa, 1990). Dados 
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citogenéticos apontam que H. malabaricus apresenta uma diversidade de padrões 

cariotípicos inter e intrapopulacionais em diferentes bacias hidrográficas, no que diz 

respeito à morfologia e número cromossômico, além do sistema de cromossomo 

sexual (Tabela 1) (Bertollo et al., 1979,1983; Ferreira et al., 1989; Dergam & Bertollo 

1990; Scavone et al., 1994; Lopes e Fenocchio, 1994; Bertollo et al., 1997a; 1997b; 

Lopes et al., 1998; Bertollo & Mestriner 1998; Bertollo et al., 2000). Com base 

nessas evidências, H. malabaricus tem sido considerada como um complexo de 

espécies (Bertollo et al., 2000).  
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Tabela 1 . Levantamento de dados citogenéticos de H. malabaricus do Brasil. (Modificado de Bertollo et al., 
2000) 

Localidade  Citótipo  Fórmula 
(2n) 

Sistema 
Sexual 

 
Ref. 

 
Manaus (AM) – igarapé Mindú A 42m/sm - 2,11 
Poconé (MT) – rio Bento Gomes A 42m/sm - 2 
Araguaiana (MT) – córrego Dois de Agosto A 42m/sm - 2,11 
Reserva Ecológica do Jataí (SP) – rio Mogi-
Guaçu 

A 42m/sm - 9 

Três Marias (MG) – rio São Francisco A 42m/sm - 2 
S. J. do Marinheiro (SP) –  rio Grande A 42m/sm - 2,14 
Conceição das Alagoas (MG) – rio Grande A 42m/sm - 10 
Juquiá (SP) – rio Juquiá A 42m/sm - 12 
Itatinga (SP) – : rio Paranapanema A 42m/sm - 2 
Poço Preto (SC) – rio Iguaçu A 42m/sm - 2 
Guaíba (RS) – rio Guaíba A 42m/sm - 2 
Corrientes – Argentina – río Aguapey A 42m/sm - 3,4 
Tacuarembó – Uruguai – río Negro A 42m/sm - 15 
Palmeira (PR) – rio Iguaçu A 42m/sm - 18,19 
Ponta Grossa (PR) – rio Tibagi A 42m/sm - 19 
Ivaí (PR) – rio Ivaí A 42m/sm - 19 
Ponta Grossa e Castro (PR) – rio Riveira A 42m/sm - 19 
Pariquera – Açu (SP) – rio Riveira A 42m/sm - 19 
Nova Prata do Iguaçu (PR) – rio Iguaçu A 42m/sm - 20 
Parque Estadual Rio Doce (MG) Lagoa Carioca A 42m/sm - 21 
Reserva Jurumirim -  Avaré (SP) A 42m/sm - 11 
Fazenda Guaporé – São Carlos (SP) A 42m/sm - 11 
Rio Grande – Passos (MG) A 42m/sm - 11 
     
Parque Estadual do Rio Doce (MG) – rio Doce B 42m/sm/st XX/XY 12,16,11 
Parque Estadual Rio Doce (MG) Lagoa Carioca B 42m/sm/st XX/XY 21 
     
Manaus (AM) – rio Negro C 40m/sm - 1,2 
Tucuruí (PA) – rio Tocantins C 40m/sm - 1 
Porto Velho (RO) – rio Madeira C 40m/sm - 1,2 
Aripuanã (MT) – rio Aripuanã C 40m/sm - 1 
Cuiabá (MT) – rio Cuiabá C 40m/sm - 1,2 
Aragarças (GO) – rio Araguaia C 40m/sm - 2 
Goiás Velho (GO) C 40m/sm - 1 
Corumbá (MS) – rio Paraguai C 40m/sm - 1,2 
Miranda (MS) – rio Miranda C 40m/sm - 1,2 
Misiones – Argentina – río Paraná C 40m/sm - 3 
Corrientes – Argentina – río Aguapey, río 
Riachuelo 

C 40m/sm - 4,5 

     

Itirapina (SP) –  represa do Lobo D 
40m/sm 
39msm 

X1X1X2X2 
X1X2Y 

2,6 

São Carlos (SP) – ribeirão Monjolinho D 
40m/sm 
39msm 

X1X1X2X2 
X1X2Y 

2,7,8 

Pirassununga (SP) – rio Mogi-Guaçu D 
40m/sm 
39msm 

X1X1X2X2 
X1X2Y 

2,8 

Ipeúna (SP) – rio Passa-Cinco D 40m/sm X1X1X2X2 9 
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39msm X1X2Y 

Piracicaba (SP) – rio Piracicaba D 
40m/sm 
39msm 

X1X1X2X2 
X1X2Y 

9 

Novo Horizonte (SP) – rio Três Pontes D 
40m/sm 
39msm 

X1X1X2X2 
X1X2Y 

9 

Mirassolândia (SP) – ribeirão Barra Grande D 
40m/sm 
39msm 

X1X1X2X2 
X1X2Y 

2 

Reserva Ecológica Jataí (SP) – rio Mogi-Guaçu D 
40m/sm 
39msm 

X1X1X2X2 
X1X2Y 

9 

Conceicão das Alagoas (MG) – rio Grande D 
40m/sm 
39msm 

X1X1X2X2 
X1X2Y 

10 

Londrina (PR) – ribeirão Três Bocas D 
40m/sm 
39m/sm 

X1X1X2X2 
X1X2Y 

2 

     

Porto Trombetas (PA) – rio Trombetas E 42m/sm/a - 2 

     

Jequié (BA) – rio das Contas F 40m/sm - 17 

Jacobina (BA) rio Itapicuru F 40m/sm - 17 

Paramaribo – Suriname F 40m/sm - 1 

Tucurui (PA) – rio Tocantins F 40m/sm - 1 

São Luiz (MA) F 40m/sm - 1 

Natal (RN) – lagoa Redonda F 40m/sm - 1,2 

Recife (PE) F 40m/sm - 1 

Três Marias (MG) – rio São Francisco F 40m/sm - 1,7 

     

Porto Trombetas (PA) – rio Trombetas G 
40m/sm 

41m/sm/a 
XX 

XY1Y2 
2 

Porto Velho (RO) – rio Madeira G 
40m/sm 

41m/sm/a 
XX 

XY1Y2 
2 

Aripuanã (MT) – rio Aripuanã G 
40m/sm 

41m/sm/a 
XX 

XY1Y2 
2,6 

Localidades estudadas: AM: Amazonas; BA: Bahia; GO:  Goiás; MA: Maranhão; MG: Minas Gerais; 
MS: Mato Grosso do Sul; MT: Mato Grosso; PA: Pará; PE: Pernambuco; PR: Paraná; RN: Rio Grande 
do Norte; RO: Rondônia; RS: Rio Grande do Sul; SC: Santa Catarina; SP: São Paulo. Referências: 1. 
Bertollo et al., (1997a); 2. Bertollo et al., (2000); 3. Lopes e Fenocchio (1994); 4. Lopes et al., (1998); 5. Jorge 
(1995); 6. Bertollo et al., (1983); 7. Dergam e Bertollo (1990); 8. Bertollo et al., (1997b); 9. Scavone et al. 
(1994); 10. Dergam (1996); 11. Born & Bertollo (2001); 12. Bertollo et al. (1979); 13. Ferreira et al., (1989); 
14.  Cavallini e Bertollo (não publicado); 15. Dergam (não publicado); 16. Born e Bertollo (2000); 17. Jacobina 
(não publicado); 18.  Vicari et al., 2003; 19.  Vicari et al., (2005); 20. Vicari et al., 2006. 21. Born & Bertollo 
(2006),  
  
 

Bertollo et al. (2000) baseados na macroestrutura cromossômica e no sistema 

sexual, reconheceram sete citótipos de H. malabaricus, sendo classificados como 

citótipos A, B, C, D, E, F, e G (Tabela 2). Os autores ainda propõem o agrupamento 

para esses citótipos em dois grupos maiores: o grupo I formado pelos citótipos A, B, 

C e D, e o grupo II composto pelos citótipos E, F e G, justificando a relação evolutiva 
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entre eles. Sugerem que o citótipo D seja derivado de um cariótipo semelhante ao 

citótipo C, que provavelmente se deu por uma translocação dando lugar a um 

sistema de cromossomos sexuais múltiplos. Da mesma forma o citótipo B, que 

também possui um sistema sexual múltiplo, é provavelmente derivado do citótipo A. 

 

Tabela 2 . Dados citogenéticos dos citótipos de Hoplias malabaricus 

Citótipo 2n Fórmula Sistema Sexual Distribuição 

A 42m/sm - Norte a sul do Brasil, Uruguai, 
norte da Argentina 

    

B 42m/sm/st XX/XY Restrito a sistemas de lagos 
no Vale do Rio Doce - MG 

    

C 40m/sm - Norte do Brasil a nordeste da 
Argentina 

    

D 40m/sm 
39ms/m 

X1X1X2X2 
X1X2Y 

Bacia do Alto Paraná 

    

E 42m/sm/a - Porto Trombetas - Pará 

F 40m/sm - 

 
Suriname até nordeste do 

Brasil 
 

G 
40m/sm 

41m/sm/a 
XX 

XY1Y2 
Restrita a poucos locais da 

Amazônia 

Fonte: Bertollo et al. (2000) 

 

Dentro do grupo II, os citótipos F e G compartilham a presença de um 

cromossomo acrocêntrico, incomum para H. malabaricus. Assumindo a presença do 

sistema de cromossomo sexual múltiplo, o citótipo G teria derivado do citótipo E, 

onde o acrocêntrico estaria relacionado com rearranjos dando origem ao 

cromossomo metacêntrico maior, também observado no citótipo F. 

Evidências baseadas em filogenia molecular e genética de populações 

apontam para diversificação pré-Pleistocênica de alguns peixes neotropicais 

(Lovejoy & De Araújo, 2000). Modelos para diversificação evolutiva e biogeográfica 

da ictiofauna devem considerar a história da paisagem da América do Sul e dos 

sistemas fluviais (Montoya-Burgos, 2003). Num primeiro momento, rios e lagos 

correriam paralelos à incipiente Cordilheira do Andes. Posteriormente, os corpos 

d’água direcionaram-se de forma transversal e oblíqua em direção ao oceano 

Atlântico (Lundberg et al.,1998). 
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Mesmo barreiras terrestres relativamente pequenas são capazes de isolar 

populações de peixes dentro de uma mesma bacia (Vari, 1998). Isso torna esses 

organismos adequados para investigações sobre o passado geológico e 

modificações ambientais, uma vez que a dispersão dos peixes está intimamente 

ligada a conexões diretas entre as bacias (Lundberg, 1993; Bermingham & Martin, 

1998).  

Dessa forma, o presente estudo tem por objetivo avaliar a diversidade 

cariotípica de Hoplias malabaricus de rios pertencentes à bacia amazônica e a do 

Paraguai no Estado do Mato Grosso, permitindo uma compreensão mais objetiva 

dos efeitos da geomorfologia nos caracteres citogenéticos deste complexo de 

espécies. 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

Amostras de populações de H. malabaricus foram coletadas em três rios da 

bacia amazônica, sendo todos eles afluentes do Juruena, afluente da margem direita 

do rio Amazonas. Na bacia do Alto Paraguai, foram coletados no rio Sepotuba, no 

córrego Joaquim do Boche e na calha do rio Paraguai (Tabela 3). Os pontos de 

coleta, tanto da bacia amazônica quanto da bacia do Paraguai estão localizados no 

Estado do Mato Grosso (Fig. 1). 

 

Tabela 3 . Locais de coleta de H. malabaricus. 

Localidade Bacia Coordenada Geográfica Tamanho Amos tral 

rio Sangue (Campo Novo do 
Parecis) bacia amazônica 

13° 46’ 27.75” S 
57° 45’ 04.93” O 

 
4 machos e 6 fêmeas 

rio Papagaio (Sapezal) 
bacia amazônica 13° 33’ 36.70” S 

58° 24’ 22.64” O 
 

8 machos e 6 fêmeas 

rio Arinos (Diamantino) 
bacia amazônica 13° 36’ 01.16” S 

56° 25’ 03.04” O 
 

4 machos e 5 fêmeas 

rio Sepotuba(Tangará da Serra) bacia do Paraguai 
14° 44’ 09.51” S 
57° 48’ 51.91” O 

 
15 machos e 8 fêmeas 

rio Paraguai (Barra do Bugres) bacia do Paraguai 15° 07’ 58.66” S 
57° 14’ 05.74” O  6 machos e 3 fêmeas 

córrego Joaquim do Boche 
(Tangará da Serra) bacia do Paraguai 14° 38’ 25.70” S 

57° 32’ 13.14” O 1 macho e 3 fêmea 
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Figura 1 . Locais de coleta de H. malabaricus. Em vermelho os rios Papagaio (quadrado), Sangue 
(círculo) e rio Arinos (losângo) bacia do rio Amazonas. Em azul os rios Sepotuba e Córrego Joaquim 
do Boche (círculo) e Paraguai (losângo), bacia do rio Paraguai. 
 

A obtenção dos cromossomos mitóticos metafásicos seguiu o protocolo 

proposto por Bertollo et al. (1978). Em seguida, foram aplicadas as técnicas de 

Banda C (Sumner, 1972) a fim de evidenciar as regiões heterocromáticas e 

impregnação por nitrato de prata (Howell & Black, 1980) para a identificação das 

regiões organizadoras de nucléolo NOR. Técnica de Fluorocromos CMA3/DAPI para 

observação de regiões ricas em CG/AT, respectivamente, seguiu protocolo de 

Schweizer (1980). As metáfases foram analisadas em um microscópio Olympus 

CX41 e fotografadas em um microscópio Carl Zeiss, modelo 518N com uma objetiva 

de 100x, ligado a uma câmera digital Canon Power Shot A620. Fotos de trabalhos 

publicados foram digitalizadas e utilizadas para comparações com os dados obtidos. 

Para a determinação do número diplóide, foram analisadas aproximadamente vinte 
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metáfases de cada indivíduo e as melhores foram selecionadas e usadas para a 

montagem do cariótipo. Os cromossomos foram classificados como metacêntrico 

(m), submetacêntrico (sm), subtelocêntrico (st), de acordo com a razão de seus 

braços (Levan et al., 1964). 

 
 

RESULTADOS 
 

 Cariótipos  

Foram analisados 69 espécimes de H. malabaricus, 33 deles em rios da bacia 

amazônica e 36 indivíduos da bacia do Paraguai. Utilizando coloração convencional, 

foram caracterizadas populações com número diplóide 2n=40 e 2n=42, todas elas 

em alopatria. Na bacia amazônica, apenas os espécimes do rio do Sangue 

apresentaram 2n=40 em ambos os sexos. A fórmula cariotípica foi de 18 m +16 sm + 

6 st e o número fundamental (NF) igual a 80 (Fig. 2A). Os espécimes coletados no 

rio Papagaio apresentaram número diplóide de 2n=42 e fórmula cromossômica de 

18 m + 24 sm e NF igual 84. Foi possível observar que os pares 1, 2, 10 e 11 eram 

maiores que os demais do complemento (Fig. 2B). O número diplóide dos espécimes 

do rio Arinos também foi de 2n=42, a fórmula cromossômica foi 20 m + 22 sm e NF= 

84 Os primeiros pares submetacêntricos (11 e 12) também se destacaram por serem 

maiores que os demais do complemento (Fig. 2C). 

Nos espécimes coletados nos rios da bacia do Paraguai não foi observada 

variação quanto ao número diplóide, morfologia cromossômica e número 

fundamental. Indivíduos de ambos os pontos de coleta. Todos eles apresentaram 

número diplóide de 2n=40 e fórmula cromossômica 20 m+20 sm e NF=80. Não se 

observou sistemas de cromossomos sexuais (Fig. 3A, 3B e 3C).  
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Figura 2 . Cariótipos de H. malabaricus da bacia Amazônica. (A) rio do Sangue - Campo Novo do 
Parecis; (B) rio Papagaio - Sapezal; (C) rio Arinos Diamantino. Barra = 5 µm. 



 

 26

 

Figura 3. Cariótipos de H. malabaricus da bacia Paraguai. (A) rio Sepotuba - Tangará da Serra; (B) 
rio Paraguai -Barra do Bugre; (C) córrego Joaquim do Boche - Tangará da Serra. Barra = 5 µm. 
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Bandamento C e Técnica de Cromomicina 3 

Todas as populações de H. malabaricus caracterizaram-se por apresentar 

regiões heterocromáticas predominantemente centroméricas e alguns cromossomos 

com blocos heterocromáticos em regiões teloméricas (Fig. 4).  

 

 

 

Figura 4. Metáfase de bandamento C em H. malabaricus . (A) rio do Sangue; (B) rio Papagaio; (C) rio 
Arinos; (D) rio Sepotuba; (E) rio Paraguai. Setas indicam os blocos heterocromáticos. 

 

Blocos de heretocromatina foram observados em associação com regiões 

organizadoras de nucléolos. Somente os espécimes do rio Papagaio foram 

submetidos ao tratamento de fluorescência. Após o tratamento de dupla coloração 

com fluorocromos base específicos Cromomicina A3 (CMA3) marcando regiões ricas 

em GC e DAPI evidenciando regiões ricas em AT, observou-se marcações em 
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regiões teloméricas da maioria dos cromossomos e marcações positivas para as 

regiões organizadoras de nucléolos (Fig. 5). 

 

 
Figura 5. Técnica de CMA3 em indivíduos da população do Rio Papagaio - bacia amazônica. As setas 
indicam as regiões ricas em GC. 

 

Bandamento Ag-Nor  

Com a impregnação de nitrato de prata notou-se uma variação na quantidade 

de cromossomos com cistrons de rDNA. Todos os indivíduos analisados 

apresentaram NORs biteloméricas, onde ambos os braços de um mesmo 

cromossomo eram portadores de regiões organizadoras de nucléolo. As regiões 

organizadoras de nuclélos variam em número de três a cinco cromossomos.  

O indivíduos do rio do Sangue e rio Arinos apresentaram NORs múltiplas em 

cromossomos metacêntricos menores e biteloméricas. Nos espécimes do rio 

Papagaio visualizou-se um par de cromossomos submetacêntricos portadores de 

NORs biteloméricas. O mesmo ocorreu com os indivíduos coletados nos rios 

pertencentes a bacia do Paraguai (Fig. 6). 
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Figura 6. Metáfase de bandamento NOR em H. malabaricus. (A) rio do Sangue; (B) rio Papagaio; 
(C) rio Arinos; (D) rio Sepotuba; (E) rio Paraguai; (F) córrego Joaquim do Boche. Setas indicam as 
regiões organizadoras de nucléolo. 
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DISCUSSÃO 

 

Hoplias malabaricus é uma das espécies mais estudada na América do Sul 

sob o ponto de vista citogenético com amostragens que abrangem 32 regiões 

distintas. Considerando os citótipos reconhecidos por Bertollo et al. (2000), os 

espécimes coletados nos rios Sepotuba, Paraguai e córrego Joaquim do Boche, 

pertencentes à bacia do Paraguai, têm características semelhantes ao citótipo 40/C, 

apresentando macroestrutura cariotípica estável em machos e fêmeas. Os dados 

obtidos nesse estudo também confirmam a distribuição biogeográfica esperada 

desse citótipo que já foi observado em rios das bacias do Tocantins-Araguaia, 

amazônica, Paraguai e Paraná (Bertollo et al.,1997; Bertollo et al., 2000; Lopes & 

Fenocchio, 1994; Lopes et al., 1998; Jorge, 1995). Especificamente no estado do 

Mato Grosso, esse citótipo foi observado no extremo norte do estado em Aripuanã e 

na região centro-sul, no rio Cuiabá (Bertollo et al., 1997; Bertollo et al., 2000).  

Em um estudo de citogeografia para eritrinídeos na região do médio Araguaia 

Mato-Grossense, Vitorino et al. (2007) notaram a ocorrência de duas populações de 

H. malabaricus 2n=40 e cariótipo composto de cromossomos meta e 

submetacêntricos e ainda, uma população de 2n=40 com mecanismo simples de 

determinação sexual XX/XY, observado apenas para população com 2n=42 citótipo 

B do Parque Estadual do Rio Doce.  

Embora os espécimes analisados dos rios Arinos e Papagaio tenham o 

mesmo número diplóide (2n=42), as amostras de cada rio diferem na sua fórmula 

cromossômica. A fórmula cariotípica do citótipo do rio Arinos é semelhante à do 

citótipo A indicado por Bertollo et al. (2000). Essa configuração ocorre também no 

igarapé Mindu na bacia amazônica e em Araguaiana na bacia do Tocantins. Na 

bacia do Alto Paraguai, este citótipo ocorre no rio Poconé. Também ocorre no rio 

Iguaçu na bacia do Baixo Paraná (Vicari, et al., 2003; 2006) e na bacia do rio São 

Francisco em Três Marias (Bertollo et al., 2000), caracterizando uma das mais 

amplas distribuições na região neotropical. O citótipo do rio Papagaio difere do 

citótipo na fórmula cariotípica 18 m + 24 sm, resultado de um provável rearranjo 

cromossômico.  

O citótipo do rio Sangue diferenciou-se dos coletados nos rios Papagaio e 

Arinos por apresentar número diplóide 2n=40. Além das classes cromossômicas 

meta e submetacêntricas, também apresentaram cromossomos subtelocêntricos 
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perfazendo uma fórmula cariotípica de 18m+16sm+6st. Comparando com os 

citótipos já descritos, essa população de Hoplias malabaricus não corresponde a 

nenhum citótipo citado por Bertollo et al. (2000). Os citótipos com número diplóide 

2n=40 (C, F e G) diferem dos espécimes analisados, pois não tem cromossomos 

subtelocêntricos. Os citótipos C e F têm apenas cromossomos meta e 

submetacêntricos, enquanto o citótipo G tem um cromossomo do tipo telocêntrico e 

apresenta um sistema de cromossomo sexual múltiplo. A presença de cromossomos 

subtelocêntricos nos espécimes do rio Sangue pode ter sido originada por rearranjos 

cromossômicos, por isso infere-se que esses espécimes se tratam de um citótipo 

não descrito. Considerando os dois grupos cromossômicos maiores (I e II) para H. 

malabaricus, propostos por Bertollo e colaboradores (2000), esse citótipo do rio 

Sangue seria mais próximo, evolutivamente, do grupo I. Pois nesse grupo os 

cromossomos metacêntricos mantêm certa uniformidade no tamanho quando 

comparados com o grupo II, caracterizado pela presença de um par de 

cromossomos metacêntrico bem maior que os demais.  Considerando a seqüência 

de letras proposta por Bertollo et al. (2000), este citótipo corresponde ao citótipo 40 

H. 

Sumner (2003) discutiu alguns papéis desempenhados pela heterocromatina 

constitutiva. Em alguns casos ela pode afetar no número de quiasmas e sua 

distribuição, pois a presença de blocos heterocromáticos inibe a formação de 

quiasmas ao seu redor. O autor ainda associou a heterocromatina ao o efeito de 

posição dado pelo silenciamento de genes e ao processo de segregação 

cromossômica. Além disso, existem algumas evidências de que a heterocromatina 

pode conter genes e outras seqüências funcionais de DNA que podem ter 

importantes funções, tais como, restabelecer a região telomérica dos cromossomos, 

de corpo de guarda para proteger a eucromatina contra agentes mutagênicos 

(Sumner, 2003). 

A heterocromatina constitutiva é freqüentemente associada à evolução 

cariotípica de vários organismos, inclusive peixes (Almeida-Toledo, 1998). Na bacia 

do rio Doce, dados citogenéticos de populações de H. malabaricus em populações 

isoladas há 10.000 anos apresentam diferenças conspícuas no padrão de 

heterocromatina sem alterações da macroestrutura cariotípica, sugerindo 

diferenciação intraespecífica (Jacobina, 2008). O mesmo é observado em 

populações de Astyanax bimaculatus (Fava, 2008). 
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A distribuição dos blocos heterocromáticos principalmente na região 

centromérica de todos os cromossomos e em regiões teloméricas de alguns 

cromossomos dos espécimes analisados concordam com dados já observados em 

Hoplias malabaricus por outros autores (Bertollo et al., 1997; Lemos et al., 2002; 

Born & Bertollo 2000; Born & Bertollo 2006; Vicari et al., 2006; Vicari et al., 2005; 

Vicari et al., 2003; Jacobina 2008). Ainda é possível observar que esses blocos de 

heterocromatina são pequenos nos espécimes coletados tanto nos rios Arinos, 

Papagaio e Sangue da bacia amazônica quanto nos rios Paraguai e córrego 

Joaquim do Boche da bacia do Paraguai. Porém na população do rio Sepotuba 

evidenciou blocos heterocromáticos mais conspícuos que as demais populações 

analisadas. Estudos realizados por Vicari et al. (2003) com populações de H. 

malabaricus do rio Iguaçu, permitiram identificar polimorfismos de tamanho dos 

blocos heterocromáticos no par cromossômico 16 (submetacêntrico) localizados 

perto da região centromérica, apresentando um tamanho normal (r=reduzida) ou 

tamanho maior (d=duplicada). Os autores classificaram três fenótipos distintos 

dentro da população. O fenótipo rr mostrou uma freqüência 70,6%, seguido pelo 

fenótipo rd e dd, que foram encontrados em 23,5% e 5,95% nas amostras, 

respectivamente. Logo, blocos heterocromáticos grandes são menos freqüentes 

para a espécie.  Considerando todos esses achados, conclui-se que as diferenças 

de blocos heterocromáticos entre as populações estudadas são diferenciações 

populacionais intraespecíficas.   

Ag-NORs não visualizam propriamente o rDNA e sim um complexo de 

proteínas ácidas residuais associadas com o centro fibrilar dos nucléolos e pré-RNA 

nascente, como a nucleolina envolvida na clivagem do pré-RNA (Jordan, 1987; 

Sumner, 2003). A impregnação por prata é utilizada para investigar a expressão do 

rDNA, possibilitando a visualização somente de NORs ativadas  no último ciclo 

celular (Sumner, 2003), o que torna o número e a localização dos sítios de regiões 

organizadoras de nucléolos variável, podendo apresentar polimorfismo entre 

indivíduos da mesma espécie e dentro do mesmo indivíduo. 

As Ag-NORs aparecem bastante variáveis nos peixes. Entre os grupos 

neotropicais, por exemplo, existem famílias mostrando apenas um par de regiões 

organizadoras de nucléolos, NORs múltiplas ou ambas as situações (Almeida-

Toledo & Foresti, 1985; Porto et al., 1992; Bertollo, 1996; Galetti Jr., 1998; Ferro et 

al., 2001).  A família Cichlidae tem o número de NORs altamente conservado, sendo 
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que todas as espécies caracterizadas citogeneticamente apresentam um único par 

de cromossomo portador de NOR (Feldberg et al., 2003). Em estudos realizados 

com populações Astyanax scabripinnis, Souza (1996) constatou que o número de 

cromossomos que carregavam cluster de NOR impregnados por prata variou de 1 a 

6 cromossomos.  Ferro et al. (2001) ao analisarem quatro populações de A. 

scabripinnis em Campos do Jordão (bacia do rio Sapucai-Guaçu) observaram que o 

principal par cromossômico portador de NOR era o par 10 do complemento 

(submetacêntrico) com marcação constante no braço curto do cromossomo. 

Em Hoplias malabaricus as NORs freqüentemente são múltiplas com 

números variando entre três a sete. Esse padrão é comumente reportado para a 

família Erythrinidae, onde o máximo de 10 cromossomos marcados por nitrato de 

prata foi observado em populações analisadas até então (Bertollo, 1996). Outra 

característica que tem se observado com freqüência é a NOR bitelomérica, onde 

ambos os braços do mesmo cromossomo possuem cistrons de rDNA (Bertollo, 

1996). Essas características quanto às regiões organizadoras de nucléolos foram 

observadas em estudos realizados com populações das bacias do São Francisco e 

Alto Paraná (Dergam & Bertollo, 1990), Río Aguapey, na Argentina (Lopes et al., 

1998), rio Doce (Born & Bertollo, 2000; Jacobina, 2008) e várias populações da 

bacia do rio Iguaçu (Lemos et al., 2002; Vicari et al., 2003; 2005; 2006). Na maioria 

das populações analisadas notam-se blocos heterocromáticos associados ás regiões 

organizadoras de nucléolos. Em espécies dos gêneros Leporinus, Triportheus e 

Hoplias esse tipo de associação pode ser vista em cromossomos sexuais (Molina et 

al., 1998; Artoni et al., 1999; Born & Bertollo, 2000; Artoni & Bertollo, 2000). 

Quando os espécimes do rio Papagaio foram submetidos à dupla coloração 

de fluorescência CMA3/DAPI, observou-se que as regiões ricas em GC coincidem 

com as NORs, também é possível notar fluorescência em regiões teloméricas de 

outros cromossomos. Em peixes (Pendás et al., 1993; Galetti, 1998; Almeida-Toledo, 

1998) e anfíbios (Schmid, 1982), as NORs normalmente são positivas para 

fluorocromos de base específica - CG (Vicari et al., 2003). Entretanto, sabe-se que 

nem todas as regiões marcadas por cromomicina correspondem ao lócus de rDNA 

(Martinez et al., 1991; Artoni et al., 1999), algumas regiões heterocromáticas 

respondem positivamente ao tratamento com fluorocromo específico-GC, 

principalmente quando associadas às NORs (Molina, 1995). No caso dos espécimes 

do rio Papagaio a associação dos blocos heterocromáticos com as NORs e 
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marcações positivas para regiões ricas em GC (CMA3
+), sugerem que os genes de 

rDNA estejam intercalados com bandas de heterocromatina (Pendás et al., 1993). 

Essa correlação foi observada em populações de Astyanax scabripinnis (Souza & 

Moreira-Filho, 1995; Souza et al., 2001), em populações de salmonídeos (Sánchez 

et al., 1990; Lozano et al., 1991; Pendás et al., 1993; Fujiwara et al., 1998) e 

também ocorre em H. malabaricus (Vicari et al., 2003; 2005; 2006; Jacobina, 2008; 

entre outros).  

A região Neotropical exibe um padrão biogeográfico complexo e várias 

hipóteses baseadas em diferentes processos têm sido propostas para explicar a 

origem da riqueza de espécies tropicais e padrões de distribuição na América do sul 

(Hubert & Renno, 2007). Nos neotrópicos, rompimentos dos sistemas de drenagem 

por formação de novas bacias hidrográficas promoveram vicariância, divergência 

alopátrica e, assim, diversificação biótica (Lundberg et al., 1998). Os rios das 

Américas Central e do Sul possuem a fauna de peixes de água doce mais diversa do 

mundo, com aproximadamente 6000 espécies das 13000 espécies previstas (Reis et 

al., 2003). 

Grande parte da diversificação da ictiofauna neotropical e de outros 

organismos aquáticos teve lugar na alteração das dinâmicas de rios e bacias 

hidrográficas na América do Sul durante o Cretáceo tardio Cenozóico, com a 

separação da África da América do Sul e a formação do Atlântico sul, tornando-se 

agente e produto do cenário da evolução. Desde então, o continente apresenta um 

processo de compressão, do qual os Andes são o resultado mais evidente 

(Lundberg et al., 1998).   

Estudos de biogeografia filogenética de peixes de água doce iniciados na 

década de 80 (Weitzman & Weitzman, 1982; Vari, 1988, 1989a,b; Vari & Weitzman, 

1990) apoiaram a idéia de que uma diversificação importante dessa ictiofauna 

aconteceu no Pleistoceno, contrapondo a hipótese refúgio como a principal 

explicação de padrões biogeográficos para níveis taxonômicos superiores. 

Compreensões recentes das perspectivas paleontológicas confirmaram que a fauna 

era essencialmente moderna durante o Mioceno tardio (25-2,5 Milhões de anos -Ma) 

e o estabelecimento das principais drenagens Neotrópicas, como Amazona, Paraná 

e Orinoco, ocorreram durante os últimos 10 Ma. A elevação andina forneceu novos 

habitats aquáticos altitudes, enquanto que períodos de subsidência da bacia do 

antepaís permitiram a formação de extensos ambientes de lagos (Lundberg et al., 
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1998). A princípio rios e lagos estavam dispostos de forma paralela à Cordilheira do 

Andes e após sua elevação, os corpos d’água direcionaram-se de forma transversal 

e oblíqua em direção ao oceano Atlântico. 

A formação do divisor Andino e de outras drenagens, mudanças nos cursos 

de rios, incursões e regressões de águas marinhas provavelmente acarretaram em 

muitos eventos vicariantes que justifica a diversificação da ictiofauna Neotropical 

tanto em nível morfológico quanto em nível citogenético.  Nossos dados 

confirmam que a diversificação cariotípica do complexo H. malabaricus ocorreu 

muito antes do isolamento das bacias amazônica e do Paraguai, há 10 milhões de 

anos. 
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7. CONCLUSÕES GERAIS 

 

� Os espécimes de H. malabaricus coletados nos rios Papagaio e Arinos 

apresentaram número cromossômico de 2n= 42, com macroestrutura 

composta por cromossomos do tipo metacêntricos e submetacêntricos; 

� As populações do rio Papagaio e Arinos diferiram na fórmula cariotípica, onde 

os espécimes do rio Arinos apresentaram 20 cromossomos metacêntricos e 

22 submetacêntricos (20m+22sm), enquanto espécimes do rio Papaguaio 

apresentaram 18 metacêntricos e 24 submetacêntricos, mas mantiveram o 

mesmo número fundamental de 84; 

� A população do rio Sangue se mostrou diferente das demais populações da 

bacia amazônica, pois apresentou número cromossômico de 2n=40 composto 

de três classes cromossômicas: 18 metacêntricos + 16 submetacêntricos + 3 

subtelocêntricos e número fundamental igual a 80; 

� A população do rio Sangue pode ser considerada um novo citótipo, visto que 

se diferencia dos demais citótipos mencionados por Bertollo et al. (2000);   

� A população da bacia do rio Paraguai se mostrou conservada quanto ao 

número diplóide e morfologia cromossômica, apresentando 2n=40 para todas 

as populações analisadas. 

� A distribuição dos blocos heterocromáticos pode ser observada nas regiões 

centroméricas de todos os cromossomos e teloméricas de alguns, coincidindo 

com regiões organizadoras de nucléolos (Banda C+); 

� As regiões organizadoras de nucléolos variaram em número (de três a cinco), 

mas sua localização se manteve nas regiões teloméricas de cromossomos 

metacêntricos e submetacêntricos. O padrão de NORs múltiplas foi observado 

tanto para as populações da bacia amazônica quanto para as da bacia do 

Paraguai, mas somente as populações da bacia amazônica apresentaram 

NORs biteloméricas. 

� As regiões organizadoras de nucléolos se mostraram ricas em GC quando 

submetidas ao fluorocromo base-específico CMA3, o fluorocromo DAPI serviu 

como contra-corante, não marcando nenhuma região rica em AT; 
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