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RESUMO 

 

Erythrinidae representa uma família relativamente pequena de peixes Neotropicais, 

apresentando uma grande distribuição geográfica. Essa família é composta por apenas três 

gêneros, Hoplias, Hoplerythrinus e Erythrinus. O gênero Hoplias é o mais difundido no 

continente Sul-Americano e, para a região Sudeste do Brasil, são citados dois grandes grupos, 

Hoplias malabaricus e Hoplias lacerdae, que apresentam diferenças cariotípicas marcantes no 

número diplóide e na morfologia dos cromossomos. O grupo H. malabaricus deve tratar-se, na 

realidade, de um “complexo de espécies”, considerando sua conspícua diversidade cariotípica, 

com sete cariomorfos claramente diferenciados quanto ao número diplóide, morfologia 

cromossômica e sistemas de cromossomos sexuais. No que se refere ao grupo H. lacerdae, 

embora sua macroestrutura cariotípica seja mais estável, uma recente revisão possibilitou 

identificar seis espécies distintas, pertencentes à diferentes bacias hidrográficas do Brasil. No 

presente trabalho foram analisados espécimes do grupo H. malabaricus das bacias do Alto 

Paraná, São Francisco, Xingu e Araguaia/Tocantins e espécimes do grupo H. lacerdae, 

representados por H. intermedius (bacias dos rios São Francisco e Alto Paraná) e por H. aimara, 

provenientes da região do rio Arinos (bacia Amazônica). Com relação aos exemplares do grupo 

H. malabaricus, dois cariomorfos foram claramente identificados: cariomorfo A, com 2n=42 

cromossomos meta-submetacêntricos, sem diferenciação entre os sexos (presente na bacia do rio 

São Francisco – na região de transposição do rio Piumhi - MG, bacia Araguaia/Tocantins - GO e 

bacia do rio Xingu - MT) e cariomorfo F, com 2n=40 cromossomos meta-submetacêntricos, 

igualmente sem distinção entre os sexos (presente na bacia do rio São Francisco, na região de 

Três Marias - MG). Na região de transposição do rio Piumhi, o cariomorfo A pode representar 

uma forma invasora da bacia do rio São Francisco a partir da bacia do Alto Paraná, onde esta 

forma é mais abundante, visto que para a bacia do São Francisco o cariomorfo F é considerado 

predominante. Variações cromossômicas inter-populacionais foram detectadas entre as 
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populações do cariomorfo A das bacias dos rios São Francisco, Araguaia/Tocantins e Xingu, 

com base em alguns marcadores utilizados. Tais diferenças possivelmente são decorrentes do 

isolamento entre tais populações, possibilitando a fixação de eventos evolutivos distintos. Por 

sua vez, as duas espécies (H. intermedius e H. aimara) representativas do grupo H. lacerdae 

apresentaram uma conservação na macroestrutura cariotípica, com 2n=50 cromossomos meta-

submetacêntricos, sem cromossomos sexuais diferenciados. Quanto aos exemplares de H. 

intemedius, não foram identificadas diferenças citogenéticas entre os espécimes provenientes das 

bacias dos rios São Francisco e Alto Paraná. Assim sendo, é possível que conexões naturais 

tenham possibilitado a dispersão dessa espécie entre tais bacias. Entretando, análises da fração 

repetitiva do genoma mostraram diferenças cromossômicas relevantes entre H. intermedius e H. 

Aimara, as quais corroboram sua separação em espécies distintas, além de possibilitar a 

inferência de que, para essa fração do genoma, H. aimara  poderia ser mais derivada do que H. 

intermedius. Desta forma, os marcadores citogenéticos clássicos e moleculares utilizados no 

presente trabalho foram excelentes ferramentas para a diferenciação de espécies de Hoplias, 

assim como para a identificação da variação citogenética presente nos grupos malabaricus e 

lacerdae, possibilitando um melhor esclarecimento sobre a evolução cariotípica desse gênero. 
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ABSTRACT 

 
 

Erythrinidae represents a relatively small family of Neotropical fish, presenting a great 

geographical distribution. It is composed only by three genera, Hoplias, Hoplerythrinus and 

Erythrinus. The genus Hoplias is most widespread in the South American continent. Two great 

groups, H. malabaricus and H. lacerdae are described for the Southeast Brazil, showing large 

karyotypic differences concerning chromosomes´ number and morphology. In fact, the H. 

malabaricus group should be treated as a "species complex", considering its great karyotypic 

diversity, with seven karyomorphs clearly differentiated, including distinct sex chromosome 

systems. On the other hand, H. lacerdae group shows a relatively conserved karyotypic 

macrostructure. A recent revision of this group identified six different species, belonging to 

different Brazilian hydrographic basins. In the present work specimens of the H. malabaricus 

and H. lacerdae groups were investigated. The samples of H. malabaricus were from the Upper 

Paraná, São Francisco, Xingu and Araguaia/Tocantins basins. Concerning the H. lacerdae group, 

samples of H. intermedius from São Francisco River and Upper Paraná River basins and of H. 

aimara from the Arinos River (Amazonian basin) were analyzed. Two karyomorphs were clearly 

identified in the H. malabaricus group: karyomorph A, with 2n=42 meta- and submetacentric 

chromosomes and without sex-related differences and karyomorph F, with 2n=40 meta- and 

submetacentric chromosomes, also without distinction between the sexes. In the transposition 

region of the Piumhi River (São Francisco River basin), the karyomorph A may represent an 

invading form from the Upper Paraná River basin, where it is more abundant. In the São 

Francisco River basin the karyomorph F is considered predominant. Chromosomal variations 

were detected among the populations of the karyomorph A analyzed, on the base of distinct 

cytogenetic markers, probably due to geographic isolation of such populations, making possible 

the fixation of different evolutionary events. On the other hand, H. intermedius and H. aimara 

presented a conserved karyotypic macrostructure, with 2n=50 meta- and submetacentric 
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chromosomes, without a sex chromosome system. As for the specimens of H. intemedius, no 

cytogenetic differences were detected among the São Francisco and Upper Paraná River 

populations, where natural connections have made possible the dispersion of that species 

between such basins. However, analyses of the repetitive fraction of the genome showed relevant 

chromosome differences between H. intermedius and H. aimara, which corroborate with their 

separation in different species.  It could also be inferred that, at least for this fraction of the 

genome, H. aimara can be considered more derivative than H. intermedius. This way, the classic 

and molecular cytogenetic markers used in the present work were excellent tools for the 

differentiation of Hoplias species, as well as for the identification of the present genetic variation 

in the H. malabaricus and H. lacerdae groups, making possible a better explanation on their 

karyotypic evolution. 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 

1.1. Citogenética de Peixes 
 

A citogenética teve inicio na década de 70 e hoje reúne um dos maiores grupos de 

pesquisadores voltados a um campo de interesse comum, com diversos laboratórios de pesquisa 

distribuídos entre diferentes estados brasileiros, desde o Amazonas até o Rio Grande do Sul, 

alguns já mais antigos e bem consolidados, ao lado de outros mais recentes e em fase de 

consolidação. 

O aperfeiçoamento progressivo de várias metodologias de estudo contribuiu para o 

avanço dessa área. Ao lado das técnicas mais tradicionais de análises (coloração convencional 

por Giemsa, Ag-RONs e bandamento C), outras metodologias propiciando bandamentos 

cromossômicos mais resolutivos (bandamento G, incorporação de análogos de bases, enzimas de 

restrição), além do emprego de fluorocromos base-específicos, análise de complexos 

sinaptonêmicos, hibridação fluorescente “in situ” com sondas de rDNA 18S e 5S e de DNA 

satélite, tem proporcionado a obtenção de resultados bastante positivos (Almeda-Toledo, 1998), 

comparáveis a aqueles que vem sendo obtidos em bons centros de estudo do exterior.  

Estudos citogenéticos têm se mostrado decisivo para o conhecimento e entendimento da 

diversidade ictiofaunística encontrada na região Neotropical. Atualmente são conhecidas cerca 

de 6.000 espécies de peixes para essa região (Vari & Malabarba, 1998), correspondendo a 25% 

da biodiversidade mundial. A América do Sul abriga a maior parte dessa biodiversidade nas 

bacias Amazônica e do Paraná, a primeira com cerca de 3.500 espécies de peixes (Santos & 

Ferreira, 1999) e a segunda com aproximadamente 600 espécies (Bonetto, 1986)  

A ordem Characiformes é uma das mais representativas na ictiofauna da região 

Neotropical onde é possível distinguir, citogeneticamente, dois grupos gerais de peixes: uma 

com macroestrutura cariotípica constante e outro com um padrão cromossômico mais 
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heterogênico, caracterizando por variações cromossômicas tanto numéricas quanto estruturais 

(Galetti Jr. et al., 1994). 

 

1.2. Gênero Hoplias 
 

Dentre as diversas famílias de peixes Neotropicais de água doce, a família Erythrinidae, 

embora relativamente pequena, destaca-se por sua grande abrangência biogeográfica, estando 

presente nas quatro grandes bacias fluviais brasileiras - Bacia Amazônica, do Paraná, do São 

Francisco e do Leste (Bertollo, 1978). Essa família engloba os peixes popularmente conhecidos 

como traíras, traírões, jejus, etc. Este grupo apresenta exemplares com datação geológica 

bastante antiga. Gayet et al. (2003), encontraram restos de um fóssil brasileiro pertencente ao 

Mio-Plioceno, nas proximidades do rio Branco, no Estado do Acre, o qual foi inserido em um 

novo gênero, +Paleohoplias assisbrasiliensis. 

Azevedo & Gomes (1943) consideraram três gêneros em Erythrinidae: Hoplias, 

Hoplerytrinus e Erythrinus. Embora os três gêneros tenham uma distribuição bastante ampla no 

continente Sul-Americano, o gênero Hoplias é o mais difundido. Para a região Sudeste são 

identificados dois grupos, H. malabaricus e H. lacerdae, conhecidos popularmente como traíras 

e traírões, respectivamente. Uma diferença morfológica marcante entre os dois grupos encontra-

se na região gular, uma vez que as bordas dos dentários são convergentes em H. malabaricus, 

encontrando-se na região anterior, mas sendo paralelas em H. lacerdae. Citogeneticamente, os 

grupos H. lacerdae e H. malabaricus apresentam diferenças marcantes tanto ao número diplóide 

(H. malabaricus variando de 2n = 39 a 2n = 42 e H. lacerdae com 2n = 50) e morfologia dos 

cromossomos. 
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1.3. Grupo Hoplias malabaricus 
 

H. malabaricus é um dos grupos de peixes Neotropicais que vem sendo bastante estudado 

do ponto de vista citogenético, desde os estudos iniciais de Bertollo (1978).  Distintas 

populações já foram analisadas, abrangendo diferentes regiões da América do Sul, desde a 

Argentina até o Suriname, incluindo uma variedade de estados brasileiros (Bertollo et al., 2000). 

Segundo Bertollo et al. (2000) H. malabaricus, trata-se na realidade de um conjunto de 

espécies que apresenta uma conspícua diversidade cariotípica. Sete cariomorfos são claramente 

identificados com base no número diplóide, morfologia cromossômica e sistemas de 

cromossomos sexuais. Enquanto alguns cariomorfos mostram uma ampla distribuição 

geográfica, alguns se apresentam como endêmicos em determinadas bacias podendo, inclusive, 

ocorrer cariomorfos simpátricos sem detecção de formas híbridas. 

Considerando tais particularidades, os cariomorfos podem ser reunidos em dois grandes 

grupos: Grupo I (cariomorfos A, B, C e D) e Grupo II (cariomorfos E, F e G), onde as estruturas 

cariotípicas gerais, os sistemas de cromossomos sexuais, assim como a ocorrência de 

cromossomos atípicos mostram-se mais indicativos para o estabelecimento de relações 

evolutivas entre os cariomorfos do que as similaridades no número diplóide (Bertollo et al., 

2000). 

Em todos os estudos realizados até o presente momento, nenhuma forma híbrida entre 

estes citotipos foi encontrada, embora possam ocorrer regiões de simpatria entre eles. Até o 

momento, ainda não foram diagnosticados caracteres morfológicos concisos para a diferenciação 

das prováveis espécies agrupadas em H. malabaricus.  

 

1.4. Grupo Hoplias lacerdae 
 

Oyakawa & Mattox. (2009) reconheceram seis espécies válidas no grupo H. lacerdae, ou 

seja, H. lacerdae, H. brasiliensis, H. aimara, H. curupira, H. intermedius e H. australis. 
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Os representantes desse grupo que já foram estudados citogeneticamente apresentaram 

características cariotípicas conservadas quando comparada com espécimes do grupo H. 

malabaricus, com um número diplóide igual a 50 cromossomos, sem a ocorrência de um sistema 

de cromossomos sexuais diferenciado. Bertollo et al. (1978), propuseram um sistema XX/XY 

para uma população coletada em ambiente de cultivo o qual, entretanto, necessitaria de 

confirmação à luz de novas metodologias de estudo. 

Morelli et al. (2007) ampliou o conhecimento citogenético do grupo H. lacerdae ao 

estudarem exemplares de duas distintas populações naturais: uma do rio São Francisco (Três 

Marias – MG) e a outra de Pitinga (AM), além de espécimes provenientes de duas estações de 

piscicultura pertencentes à Universidade Federal de Uberlândia e à UNESP (campus Jaboticabal 

– SP). Nesse estudo não foram encontradas diferenças cariotípicas significativas entre as 

populações analisadas, todos os exemplares apresentando 2n = 50 cromossomos meta-

submetacêntricos e sem sistema de cromossomos sexuais heteromóficos, evidenciando a relativa 

homogeneidade cariotípica do grupo H. lacerdae quando comparado com o grupo H. 

malabaricus. 

O desenvolvimento experimentado pela citogenética ao longo dos últimos anos, auxiliado 

pela Biologia Molecular, vem se caracterizando como uma ferramenta eficaz na compreensão de 

grupos taxonomicamente não resolvidos e na caracterização da sua diversidade. 

 

1.5. A bacia do rio Paraná  
 

A bacia do Prata, que é formada principalmente pelos rios Paraná, Paraguai e Uruguai, 

drena uma região de aproximadamente 3,2 milhões de km2 na América do Sul, atravessando 

quatro países: Brasil, Argentina, Paraguai e Uruguai. Caracteriza-se por ser a segunda maior 

bacia Sul-Americana, perdendo somente para a bacia Amazônica. A bacia do Prata ocupa 10,5% 

do território brasileiro percorrendo dois Estados da região Centro-Oeste (Mato Grosso e Mato 
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Grosso do Sul), dois da região Sudeste (São Paulo, Minas Gerais) e todos os Estados da região 

Sul (IBAMA, 2009a). 

O rio Paraná é o principal componente da bacia do Prata e o décimo maior do mundo em 

vazão de água (IBAMA, 2009a). Como segundo maior rio da América do Sul, percorre 

aproximadamente 4.695 km desde sua nascente na Serra da Mata da Corda (MG) até o rio da 

Prata, dos quais 3.809 km dentro do território brasileiro, drenando uma região de 891.000 km2 

(Agostinho & Júlio Jr., 1999; IBAMA, 2009a). 

No Brasil, o rio Paraná é dividido em duas regiões: o Alto Paraná, que vai desde sua 

nascente até a usina de Itaipu; e o Baixo Paraná, que corresponde a região posterior a essa 

barragem (Agostinho et al., 2004). 

A icitiofauna da bacia do rio Paraná em seu trecho brasileiro é composta por 

aproximadamente 250 espécies, distribuídas em diversas ordens, entre elas, Characiformes, 

Siluriformes, Perciformes, Rajiformes, Cypriniformes, Pleuronectiformes, Clupeiformes, 

Cyprinodontiformes e Symbranchiformes (Agostinho & Júlio Jr., 1999). 

 

1.6. Bacia do rio São Francisco 
 

A bacia do rio São Francisco é a terceira maior entre as bacias brasileiras, drenando uma 

área de 640.000 km2, correspondendo a cerca de 8% do território nacional (IBAMA, 2009c). 

Abrange as regiões Nordeste, Sudeste e Centro-Oeste do Brasil, passando pelos Estados de 

Pernambuco, Alagoas, Sergipe, Bahia, Minas Gerais, Goiás e o Distrito Federal (Paiva, 1982). O 

rio Sào Francisco, caracterizado como um típico rio de planalto, com algumas corredeiras, 

quedas e cascatas, inicia seu curso no Planalto de Araxá, nas nascentes do rio Samburá, e sua foz 

está localizada no oceano Atlântico, entre os Estados de Sergipe e Alagoas. Entre a cabeceira e 

sua foz apresenta a extensão de aproximadamente 2.863 km (Silva et al., 2003). 
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Apresenta-se dividido em quatro regiões: Alto São Francisco, que vai das nascentes até 

Pirapora-MG; Médio São Francisco, de Pirapora até Remanso-BA; Sub-Médio São Francisco, 

que vai deste último até a cachoeira de Paulo Afonso e o Baixo São Francisco, que vai desde esta 

cachoeira até sua foz (Sato & Godinho, 1999; IBAMA, 2009c). Segundo IBAMA (2009c), o rio 

São Francisco possui 36 tributários de porte significativo, dos quais apenas 19 são perenes. 

Grande parte de sua ictiofauna concentra-se em seus afluentes permanentes e de água 

com pouco material em suspensão, sendo que cerca de 150 espécies nativas de peixes já foram 

identificadas (Sato & Godinho, 1999; IBAMA, 2009c). De acordo com IBAMA (2009c), vale 

ressaltar que muitas espécies de outras bacias, ou mesmo espécies exóticas, já foram introduzidas 

na bacia do São Francisco, quando do povoamento de seus reservatório e açudes. 

 

1.7. Bacia do Araguaia/Tocantins 
 

A bacia Araguaia/Tocantins drena uma área de 918.822 km2, o que corresponde a cerca 

de 11% do território nacional. É a maior bacia situada inteiramente em território brasileiro e a 

segunda maior em termos de área, sendo inferior apenas à bacia Amazônica, que possui 

3.869.953 km2 (ANA, 2009). Da área total de drenagem, 379.935 km2 correspondem à bacia do 

rio Tocantins, 385.060 km2 à bacia do rio Araguaia, além das bacias dos rios Pará e Pacajá 

(62.899 km²) e das bacias dos rios Acará e Guamá (90.928 km²). 

O rio Araguaia possui sua nascente no limite sul da divisa entre os Estados de Mato 

Grosso e Goiás, em uma altitude de 850 metros. Segundo Innocencio (1989), o rio Araguaia 

percorre aproximadamente 2115 km, sendo considerado um rio de planície. Suas águas são 

relativamente calmas, diferentemente das águas do rio Tocantins, que é o seu principal afluente e 

caracteriza-se pela presença de corredeiras e cachoeiras ao longo de seu curso, antes da 

confluência. 
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Aproximadamente 300 espécies de peixes já foram identificadas na bacia do 

Araguaia/Tocantins. Há ocorrência de muitas espécies endêmicas, principalmente no seu curso 

superior. De maneira geral, a diversidade e abundância de peixes nessa bacia diminuem da foz 

em direção das cabeceiras, o que se relaciona principalmente à ausência de áreas de inundação 

(IBAMA, 2009b). 

 

1.8. Bacia do rio Xingu (Bacia Amazônica)  

A bacia Amazônica é a maior bacia hidrográfica do mundo, com 7.050.000 km², sendo 

que 3.904.392,8 km² estão em terras brasileiras. Está localizada em uma região de planície e tem 

cerca de 23 mil km de rios navegáveis, que possibilitam o desenvolvimento do transporte 

hidroviário. A navegação é importante nos grandes afluentes do rio Amazonas, como o Madeira, 

o Xingu, o Tapajós, o Negro, o Trombetas e o Jari (ANA, 2009). 

O Xingu, que possui cerca de 1.815 K de extensão, nasce no Estado de Mato Grosso, pelo 

encontro das águas do rio Kuluene e Sete de Setembro, seguindo posteriormente pelo Estado do 

Pará e desembocando na margem direita do rio Amazonas.  

Apresenta-se muito largo, quase em forma de estuário, estreitando-se somente na sua foz, 

onde tem cerca de 7 km de largura. A influência da maré se faz sentir em praticamente todo o 

trecho desse rio. Nas proximidades da foz, assim como a montante da vila de Souzel, encontram-

se numerosas ilhas, geralmente baixas e alagadiças, algumas delas aproveitadas para fins 

agrícolas ou como pastagens. (ANA, 2009). 

 

1.9. Consequências de alterações geomorfológicas em populações alopátricas  
 

Vários estudos cariotípicos vêm demonstrando que em muitas espécies dos gêneros 

Astyanax (Moreira-Filho & Bertollo, 1991), Hoplias (Bertollo et al, 2000),  Characidium 
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(Centofante et al., 2001, 2003), entre outros, o isolamento geográfico possivelmente tenha 

contribuído para a diversidade cromossômica encontrada nestes peixes, caracterizando assim 

uma evolução cromossômica alopátrica. É sabido que alterações geomorfológicas podem 

promover a incorporação de um curso d’água de uma bacia para outra bacia adjacente (captura 

de cabeceiras), conforme postulado por Ab`Saber (1954), para explicar a origem do rio Paraíba 

do Sul, na região do Estado de São Paulo. Assim, o evento de captura de cabeceira pode colocar 

em contato diferentes espécies que evoluíram alopatricamente, como parece ser o caso em 

Characidium (Centofante et al., 2003). O mesmo poderia ocorrer em regiões alagadas, quando a 

cabeceira de um afluente entra em contato com a cabeceira de um tributário de outra bacia 

hidrográfica, fato este conhecido como “águas emendadas”, o que pode ser observado no 

Planalto Central Brasileiro, nas imediações de Brasília, bem como no canal de Cassiquiare, que 

conecta os rios Orenoco e Negro, na bacia Amazônica. Assim, esses eventos naturais de 

conexões entre diferentes bacias hidrográficas poderiam se transformar em rotas migratórias para 

formas de peixes generalizadas. 

Entretanto, conexões artificiais devidas a ações antropológicas podem também levar à 

mistura de ictiofaunas, como o complexo de aproveitamento hidroelétrico envolvendo os rios 

Paraíba do Sul, Piraí e o ribeirão das Lajes, construído no final do século XIX-começo do século 

XX, com a finalidade de levar água potável e energia elétrica para o Estado do Rio de Janeiro. 

Nesse caso a água do rio Paraíba do Sul é bombeada através de tubulações para os rios Piraí e 

ribeirão das Lajes, que pertencem a bacias diferentes. 

A quebra de barreiras naturais tem como uma de suas principais conseqüências o 

estabelecimento de condições de simpatria. Populações alopátricas podem, em decorrência de 

um distúrbio biogeográfico, tornar-se simpátricas com a possível formação de híbridos. Assim, 

por exemplo, a simpatria entre os citótipos A, C e D de H. malabaricus foi observada na bacia do 
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Alto Paraná, em decorrência da construção da barragem de Itaipu, embora sem a detecção de 

formas híbridas (Pazza & Júlio Jr., 2003). 

Dentre todos esses eventos de conexões artificiais entre bacias hidrográficas distintas, o 

caso do rio Piumhi é um dos mais notáveis. A transposição do rio Piumhi (bacia do rio Grande – 

Alto Paraná), para a bacia do rio São Francisco, foi realizada há mais de 43 anos. No entanto, 

este evento ficou sem o conhecimento adequado da comunidade científica durante todo esse 

tempo, com a conseqüente ausência de informações sobre o seu impacto. De uma forma geral, 

desconhe-se os efeitos da transposição de rios sobre as ictiofaunas brasileiras. 

 

1.10. A transposição do rio Piumhi (MG) 
 

Segundo Moreira-Filho & Buckup (2005), a cabeceira do rio Piumhi está localizada na 

divisa entre municípios de Vargem Bonita e Piumhi, no centro-oeste do Estado de Minas Gerais. 

Sua cabeceira é formada pela junção dos córregos Destêrro, Jorça e Confusão, aproximadamente 

a 930 metros de altitude. 

No final dos anos 50, as águas do rio Piumhi dirigiam-se por um pequeno trecho para o 

Nordeste, deslocando-se posteriormente para o Leste, em seguida para o Sudeste e finalmente 

para o Sul, passando a ser esta a sua direção geral até a foz. Em parte de seu percurso, o rio 

Piumhi atravessava uma região de planície alagada com mais de 38 km de extensão, denominada 

antigamente como o pantanal do rio Piumhi. À margem esquerda desse rio encontra-se a cidade 

de Capitólio, de onde as águas do Piumhi continuavam rumando ao Sul, até sua foz, na margem 

direita do rio Grande. Portanto, até 1963, o rio Piumhi pertencia à bacia do rio Grande. 

Segundo as folhas cartográficas de Vargem Bonita, rio Piumhi, Piumhi e Capitólio (escala 

1.50.000), os principais afluentes do rio Piumhi, à margem direita, são córregos da Jorça, da 

Confusão e da Estiva, ribeirão dos Pavões, córregos dos Bois, da Onça, do Servo, Campão 

Grande, do Fumo, Mutuca, Penedo, ribeirão da Cachoeira e córregos Água Limpa, dos Soares e 
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Araujo. Os afluentes da margem esquerda são os córregos do Destêrro, das Almas, ribeirão dos 

Almeidas, córrego Capão da Olaria, ribeirão das Minhocas e os córregos Pari Velho e Engenho 

da Serra. Ressalta-se que até o inicio dos anos 60 os córregos Capão da Olaria, dos Bois, da 

Onça, do Servo, Campão Grande, do Fumo e Mutuca não desaguavam diretamente nas margens 

do rio Piumhi, mas sim no grande pantanal percorrido por esse rio. 

Entre o final da década de 50 e início dos anos 60 estava sendo concluída a grande represa 

de Furnas, sobre o rio Grande, pertencente à bacia do Alto Paraná. Quando as comportas da 

usina hidrelétrica fossem fechadas, o nível da água da represa seria de tal monta que alagaria a 

cidade de Capitólio, em Minas Gerais, e escoariam pela região do pântano do rio Piumhi, até 

atingir a bacia do rio São Francisco, conectando assim duas bacias hidrográficas. Para solucionar 

parte desse problema e não alagar a cidade foi construído um dique para conter as águas da 

represa de Furnas, nas imediações do município de Capitólio (Dique de Capitólio). Entretanto, 

esse dique também represou as águas do rio Piumhi, que naquela época era um dos afluentes da 

margem direita do rio Grande. Aproveitando a topografia da região do pantanal - por onde corria 

o leito do rio Piumhi, suas lagoas marginais e seus 22 afluentes - foi efetuado um sistema de 

drenagem, com a construção de aproximadamente 18 Km de canais,  alterando o curso do rio 

Piumhi, desviando as suas águas e as do pântano para o córrego Água Limpa, que deságua na 

margem esquerda do ribeirão Sujo, um dos afluentes da margem direita do rio São Francisco.  

Para efetuar o desvio, foi necessário alterar o leito do córrego Água Limpa, que foi 

totalmente dragado e alargado para receber todo o volume de águas vindas do rio Piumhi, de 

seus afluentes e da drenagem do pântano. O mesmo procedimento teve de ser feito em parte do 

leito do ribeirão Sujo  

Na parte inferior da bacia do rio Piumhi, na região do dique, formaram-se sucessões de 

grandes lagos interligados, cujas águas também foram desviadas para um dos canais do rio 

Piumhi (canal de refluxo), o qual se junta ao canal construído sobre o córrego Água Limpa.  
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Assim, a transposição do rio Piumhi, da bacia do rio Grande para a bacia do rio São 

Francisco, acarretou diversas alterações ambientais, tais como:  

• A formação de um conjunto de lagos no antigo leito do rio Piumhi, na região do 

município de Capitólio; 

• A construção de canais, por onde corre atualmente o rio Piumhi;  

• A drenagem do pântano; 

• A alteração dos leitos dos córregos e ribeirões. 

No álveo abandonado do rio Piumhi, a mata ciliar foi derrubada e substituída por 

pastagens. Hoje, o rio Piumhi corre por canais totalmente desprovidos de mata ciliar e, 

evidentemente, tudo isso modificou a paisagem da região, associado à ausência de estudos e às 

negligências quanto à degradação ambiental ali observada. 

Inevitavelmente, a transposição de águas colocou em contato peixes de distintas bacias 

hidrográficas, que estavam separados há milhões de anos. Assim, toda a ictiofauna do rio Piumhi 

(bacia rio Grande), que representava uma parcela da ictiofauna do sistema hídrico Alto Paraná, 

foi transposta para a bacia do rio São Francisco. Dentre todos os impactos ambientais 

ocasionados pela transposição do rio Piumhi para a bacia do rio São Francisco, a mistura das 

duas ictiofaunas, sem dúvida alguma, é o que mais chama a atenção dos ictiólogos (Moreira-

Filho & Buckup, 2005). 
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2. JUSTIFICATIVA 

 
Considerando as peculiaridades geomorfológicas das diversas bacias brasileiras e a 

grande variação cariotípica encontrada no grupo H. malabaricus, assim como a grande 

conservação cariotípica do grupo H. lacerdae, se torna necessária a caracterização citogenética 

desses táxons em localidades até então não amostradas. É evidente que esses estudos são 

importantes não só para análises adicionais quanto à evolução cariotípica desses grupos, mas 

também para contribuir no tocante à sua taxonomia. 

Com relação ao grupo H. lacerdae, a obtenção de marcadores cromossômicos específicos 

para as espécies recentemente reconhecidas e descritas para esse grupo (Oyakawa & Mattox, 

2009), pode fornecer subsídios úteis para a sua taxonomia. Tal análise poderia ser executada 

confrontando, por exemplo, os dados obtidos entre populações de distintas bacias hidrográficas. 

Já no que se refere ao grupo H. malabaricus, a caracterização citogenética de novas populações 

alopátricas poderá ampliar o mapeamento e a distribuição dos cariomorfos, principalmente em 

locais ainda desconhecidos, como nos afluentes das bacias do rio São Francisco, Xingu e 

Araguaia/Tocantins. Neste contexto, esta análise poderá também evidenciar um possível 

deslocamento de cariomorfos na região de transposição do rio Piumhi.  

 

3. OBJETIVOS 

 

Assim sendo, com o intuito de contribuir para uma melhor compreensão da evolução 

cariotípica e distribuição geográfica dos grupos H. lacerdae e H. malabaricus, este projeto teve 

como objetivo específico a caracterização citogenética de componentes destes grupos 

procurando:  

• Analisar as características cromossômicas de espécies do grupo H. lacerdae na busca de 

marcadores citogenéticos espécie-específicos.  
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• Caracterizar os cariomorfos de H. malabaricus encontrados na bacia do rio São 

Francisco, enfatizando a região de transposição do rio Pimhi (MG). 

• Caracterizar populações alopátricas do grupo H. malabaricus provenientes das bacias do 

rio Araguaia/Tocantins e Xingu.  
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1. Material e Locais de Coleta 
 
 

Foram estudados exemplares de diferentes populações do gênero Hoplias, com ênfase em 

espécimes do grupo H. malabaricus (Fig.1) provenientes das bacias do rio São Francisco (MG), 

Alto Paraná (MG) (Fig.4), Araguaia/Tocantins (GO) e Xingu (MT) (Fig.5); e em espécies do 

grupo H lacerdae, mais especificamente Hoplias aimara (Fig.2) e Hoplias intermedius (Fig. 3), 

provenientes das bacias do rio Xingu (MT) e São Francisco/Alto Paraná (MG), respectivamente. 

O número de espécimes analisados de cada localidade está indicado nos capítulos 1, 2 e 3.  
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Figura 1 – Exemplar do grupo Hoplias malabaricus medindo 27 cm 

 

Figura 2 – Exemplar de Hoplias aimara medindo 76 cm. 

 

Figura 3 – Exemplar de Hoplias intermedius medindo 42 cm. 
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Figura 4 - Mapa das regiões de coleta na bacia do Alto Paraná e do São Francisco. (a) Estado de Minas Gerais, 

mostrando o rio Grande e o rio São Francisco. (b) Localidades de coleta em ambas as bacias, com ênfase na região 

de transposição do rio Piumhi (Blanco et al., 2009). Os círculos vermelhos indicam os pontos de coleta. 
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Figura 5 – Mapa com os pontos de coleta na bacia do rio Araguaia e do rio Xingu (bacia Amazônica). Os pontos 1, 

2 e 3 referem-se aos afluentes do rio Araguaia e o ponto 4 refere-se às lagoas marginais do rio Sete de Setembro 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

18 
 

4.2. Metodologia  
 

Para a captura dos exemplares foram utilizadas tarrafas, redes de espera e varas de pesca. 

Os peixes capturados foram transportados vivos, em condições de oxigenação e temperatura 

adequadas, para o laboratório de Biodiversidade Molecular e Citogenética, do Departamento de 

Genética e Evolução da Universidade Federal de São Carlos - UFSCar, onde foram mantidos em 

aquários até serem processados para a obtenção dos cromossomos. 

 

4.2.1. Obtenção de mitoses por tratamento “in vivo” 
 

Os cromossomos mitóticos foram obtidos de células do rim anterior e posterior, por meio 

das técnicas descritas por Bertollo et al., (1978) e Foresti et al., (1993). 

Foi injetada no animal, intra-abdominalmente, uma solução aquosa de Colchicina 

0,025%, na proporção de 1mL/100g de peso. Posteriormente, o peixe foi mantido em aquário 

bem arejado durante 50 – 60 minutos. Decorrido esse tempo, o animal foi sacrificado e retiradas 

porções do rim anterior. O material foi lavado em solução hipotônica (KCl 0,075M),  e 

transferido para pequenas cubas de vidro contendo cerca de 10 ml desta mesma solução. O 

material foi bem fragmentado, com o auxilio de pinças de dissecação, completando este processo 

com uma seringa hipodérmica, desprovida de agulha, através de leves movimentos de aspiração 

e expiração do material, facilitando a separação das células, até se obter uma suspensão celular 

homogênea. Posteriormente, incubou-se esta suspensão a 36 - 37ºC, durante vinte minutos. Em 

seguida, o material foi re-suspendido, com cuidado, com auxilio de uma pipeta Pasteur, e a 

suspensão obtida transferida para um tubo de centrífuga. Algumas gotas de fixador, recém 

preparado (metanol ; ácido acético – 3 : 1) foram acrescentadas ao material que foi 

homogeneizado e centrifugado por 10 minutos a 500 – 800 rpm, descartando o material 

sobrenadante com pipeta Pasteur. Adicionou-se, vagarosamente, 5-7ml de fixador, deixando 
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escorrer através das paredes do tubo. O material foi novamente homogeneizado com auxilio da 

pipeta Pasteur. Este procedimento se repetiu por duas vezes. Após a última centrifugação e 

eliminação do sobrenadante, foi adicionado 1ml de fixador, misturando bem o material. Este foi 

guardado em freezer, acondicionado em pequenos frascos tipo “Ependorff”, ou trabalhado 

conforme a descrição abaixo: 

Três a quatro gotas da suspensão obtida foram pingadas sobre diferentes regiões de uma 

lâmina bem limpa previamente mantida em água destilada aquecida entre 55 – 60ºC, por cerca de 

1 minutos. O excesso de material foi eliminado inclinando-se um pouco a lâmina sobre um papel 

de filtro, seguindo-se a secagem diretamente ao ar. Os cromossomos foram corados com Giemsa 

a 5%, em tampão fosfato (pH 6,8) durante 5 a 8 minutos, seguindo-se a lavagem da lâmina com 

água destilada e a secagem ao ar.  

 

4.2.2. Obtenção de mitoses por tratamento “in vitro” 
 

Os cromossomos mitóticos foram obtidos de células do rim anterior e posterior, por meio 

das técnicas descritas por Foresti et al., (1993). 

Fragmentos do rim foram colocados em 10 ml de solução salina de Hanks, em uma placa 

de Petri, dissociando bem o material. Posteriormente, a suspensão celular obtida será transferida 

para um tubo de centrifuga, utilizando uma pipeta de Pasteur. Em seguida, adicionou-se 1 – 2 

gotas de solução de Colchicina 0,016%, misturando-a bem com o material. O material foi então 

transferido para estufa a 36ºC, por 30 minutos e centrifugado durante 10 minutos, a 500 – 

800rpm. O sobrenadante foi desprezado e adicionados 10 ml de solução hipotônica (KCl 

0,075M), misturando bem o material com uma pipeta Pasteur. Esse material foi transferido 

novamente para estufa a 36ºC, por mais 30 minutos. Posteriormente, adicionou-se cerca de 6 

gotas de fixador (metanol ; ácido acético – 3:1) misturado-as com o material repetidas vezes, 
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deixando-o descansar por 5 minutos. O material foi centrifugado por 10 minutos a 500 – 800 

rpm. O sobrenadante desprezado e adicionado 10 ml de fixador, misturando-o com o material 

repetidas vezes. Segui-se nova centrifugação, por 10 minutos e repetida a fixação por mais duas 

vezes. O sobrenadante foi desprezado e o material diluído no fixador, de forma a se obter uma 

suspensão celular não muito concentrada e nem muito diluída. Por fim, gotejou-se o material 

sobre lâminas bem limpas e aquecidas ao redor de 25 – 30 ºC. Após a secagem ao ar, seguiu-se a 

coloração do material com solução Giemsa 5%, em tampão fosfato (pH 6,8), durante 5 – 8 

minutos, lavagem em água destilada e secagem ao ar. 

 

4.2.3. Indução do aumento do número de mitoses: suspensão de leveduras 
 

Para se obter uma boa análise cromossômica, fez-se necessário a obtenção mais 

consistente de células metafásicas, tanto em qualidade como em quantidade. Uma vez que o 

órgão utilizado, o rim anterior, possui função hematopoiética, ou seja, produzir células 

sangüíneas, tanto as de defesa como as de transporte de O2/CO2, foi utilizado aumento na 

freqüência de mitoses nas células de defesa (suspensão de levedura), segundo Cavallini & 

Bertollo (1988). 

Injetou-se, intraperitonialmente, suspensão de levedura (0,5 g de fermento de padaria + 

1,5 g de dextrose + 6 ml de H2O) na proporção de 1 ml/ 100 g de peso animal durante 24 horas, 

após o qual processou-se o material para a preparação de cromossomos mitóticos. 

 

4.2.4. Classificação cromossômica 
 

Os cromossomos homólogos foram pareados e dispostos em grupos (metacêntricos, 

submetacêntricos e subtelocêntricos) conforme a relação de braços (Levan et al., 1964), onde o 

limite da relação de braços (RB), braço maior/braço menor, estabelecido é o seguinte: 
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RB= 1,00-1,70 , metacêntrico (m); 

RB= 1,71-3,00 , submetacêntrico (sm); 

RB= 3,01-7,00 , subtelocêntrico (st); 

RB= >7,00 , acrocêntrico (a). 

 

4.2.5. Bandamento C 
 

O padrão de distribuição da heterocromatina foi determinado segundo Sumner (1972) 

com algumas modificações (Lui et al.,2009). As lâminas foram tratadas com solução de ácido 

clorídrico 0,2N durante 10 minutos, à temperatura ambiente, lavadas em água destilada e 

incubadas em solução de hidróxido de bário 5% a 60 ºC, por aproximadamente 1 minuto e 45 

segundos. Terminado esse tratamento, as lâminas foram rapidamente lavadas em ácido clorídrico 

0,2N, água destilada, e finalmente incubadas em solução salina de 2xSSC durante 30 minutos a 

60 ºC. Após a lavagem final com água destilada, o material foi corado com o fluorocroma Iodeto 

de Propídeo na proporção de 20 µL de antifading para 0,7 µL de Iodeto de Propídeo. 

 

4.2.6. Caracterização das regiões organizadoras de nucléolo (NORs)  
 

Foi adotado o procedimento descrito por Howell & Black (1980). Sobre a lâmina com 

cromossomos adicionaram-se duas gotas de solução aquosa de gelatina (1g/100mL de água 

destilada e 0,5 ml de ácido fórmico) juntamente com quatro gotas de solução aquosa de Nitrato 

de Prata (50%). A lâmina foi coberta com lamínula e incubada em estufa a 60ºC por um período 

de aproximadamente sete minutos, dependendo de um monitoramento de coloração da mesma. 

Após a retirada da lamínula, a lâmina foi lavada em água destilada e as metáfases observadas em 

microscopia óptica.  
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4.2.7. Análises seqüenciais 
 

Foram realizadas análises seqüenciais das metáfases, na qual a mesma lâmina que 

continha cromossomos corados com Giemsa (coloração convencional) foram submetidas ao 

bandamento C e, posteriormente, ao tratamento com nitrato de Prata.  Desta forma pode-se 

comparar, na mesma metáfase e na maioria dos casos, os três tratamentos básicos propiciando 

uma maior precisão na montagem dos cariótipos e identificação de caracteres marcadores. 

 

4.2.8. Coloração pelo fluorocromo G-C específico, Cromomicina A3 (CMA3) 
 

A detecção de sítios predominantemente ricos em bases GC, foi realizada segundo 

Schmid (1980). Primeiramente foi colocado cerca de 150 μL da solução de Distamicina 

0,3mg/mL sobre o material, cobriu-se com lamínula por 15 minutos. Escorreu-se a lamínula e a 

lâmina foi lavada em água corrente, deixando secar por poucos minutos. Em seguida, foi 

adicionada 150 μL de solução de Cromomicina A3 (1mg/mL) e coberta com lamínula, deixando 

agir por 60 minutos no escuro. A lamínula foi escorrida e a lâmina lavada em água corrente. 

Após secar ao ar, a lâmina foi montada com uma nova lamínula utilizando 100 μL de antifading 

+ DAPI (0,2mg/mL), como contracorante. As lâminas foram mantidas no escuro e examinadas 

em microscopia de fluorescência após cerca de uma semana. 

 

4.2.9. Extração de DNA com tampão salino  
 

A extração de DNA com tampão salino foi realisado segundo Aljanabi & Martinez 

(1997). O tecido foi homogeneizado (50-100mg-1cm2) em 800 μL de tampão salino (NaCl 0,4 

M; Tris-HCl 10mM pH=8,0 e EDTA 2mM pH=8,0) usando o Polytron Tissue Homogenizer por 

10-15s. Será adicionado 80 μL de SDS 20% (Cf=2%) e 16 μL de Proteinase K 20mg/mL 

(Cf=400 μg/ μL). As amostras foram incubadas a 55-65ºC por pelo menos 1h ou overnight. 
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Posteriormente foi adicionado 300 μL de NaCl 6M. As amostras foram vortexadas por 30s a 

velocidade máxima e centrifugadas por 20 minutos a 13.000g. O sobrenadante foi transferido 

para outro tubo e posteriormente foi adicionado igual volume de isopropanol. As amostras foram 

incubadas a -20º por 1h e posteriormente foi centrifugado por 10 minutos a 4ºC a 13.000g. O 

pellet foi lavado com etanol 70%, 300 μL, centrifugar por 5 minutos a 13.000g. Após secar o 

pellet foi ressuspendido em 300-500 μL de H2O estéril (100 μL = 98 μL TE + 2 μL de RNase 10 

mg/mL). 

 

4.2.10. Prospecção de DNA repetitivo via cinética de re-associação 
 

Este procedimento está baseado na técnica de Cot–1 DNA (DNA enriquecido com 

seqüências alta e moderadamente repetitivas). O Cot-1 DNA foi isolado conforme Wei et al. 

(2005). Brevemente, o DNA genômico foi diluído para uma concentração final de 300 ng/µL em 

uma solução de NaCl 0,3 mol/L. A amostra foi autoclavada (121 °C, 1,034 x 105 Pa) por 5 min 

para obter fragmentos entre 100 e 1000 pb. O DNA foi então desnaturado a 95 °C por 10 min e 

colocado a 65 °C para re-anelamento, e posteriormente tratado com nuclease S1 (Promega) a 37 

°C por 8 min. Os fragmentos de DNA obtidos foram clonados e/ou usados como sondas para 

hibridização in situ fluorescente (FISH). 

 

4.2.11. Clonagem 
 

As amostras de DNA provenientes das amplificações foram isoladas do gel de agarose e 

purificadas utilizando o kit “Wizard® SV Gel and PCR Clean-up System” (Promega) e 

posteriormente ligadas ao plasmídeo pTZ57R, utilizando-se o Kit “Ins T/Aclone PCR Product 

Cloning” (Fermentas), segundo as instruções do fabricante. Em um tubo estéril de 0,5 ml, foram 

adicionados 60 ng do fragmento de DNA de interesse previamente isolado, 1 μl de T4 DNA 



 

24 
 

ligase, 5 μl de tampão de reação 2x, 1 μl do plasmídeo pTZ57R (60 ng/μl). A reação foi 

misturada cuidadosamente e incubada a 4ºC por 12-16 horas. Em seguida, a reação de ligação foi 

utilizada para a transformação de células de Escherichia coli DH5α CaCl2 competentes 

(Gibco.Brl Life Technologies). Foram adicionados 5 μl do produto de ligação (inserto-

plasmídeo) ao tubo contendo as células competentes, misturando cuidadosamente com uma 

micropipeta. O tubo foi deixado durante 90 segundos em banho-maria 42ºC e depois colocados 

imediatamente em gelo por 1 minuto. Foi adicionado ao tubo 800 μl de meio líquido LB broth 

(peptona 1%, NaCl 0,17M, extrato de levedura 0,5%) e deixado sob agitação de 200 rpm por 

uma hora a 37ºC. Posteriormente, o material foi centrifugado por 2 minutos a 5000 rpm e 

descartado o sobrenadante. Então, o restante das células do tubo foi homogeneizado e espalhado 

em placas de Petri estéreis contendo meio sólido LB (peptona 1%, NaCl 0,17M, extrato de 

levedura 0,5%, ágar 1,5%, ph 7,5) e ampicilina (100 mg/ml), além de 40 μl de X-Gal (5-bromo-

4-cloro-3-indolil-β-D-galactoside) (50 mg/ml) e 50 μl de IPTG (Isopropil-β-D-

tiogalactopiranosídeo ) (1 mM). As placas foram deixadas em estufa a 37ºC overnight. As 

colônias bacterianas recombinantes (brancas) foram transferidas para tubos de 15 ml contendo 4 

ml de meio LB líquido acrescidos de ampicilina (100 mg/ml). As bactérias foram deixadas 

overnight sob agitação de 200 rpm a 37ºC. Os plasmídeos foram então extraídos por meio de 

mini-preparação plasmidial e parte da cultura de bactérias foi homogeneizada com glicerol e 

armazenada a -80ºC.  

 

4.2.12. Seleção de clones de interesse 
 

Os DNAs extraídos das colônias bacterianas recombinantes (brancas) foram sujeitos a 

uma amplificação para a conferência da correta inserção do fragmento de DNA de interesse ao 

vetor pTZ57R. Nas reações de amplificação foram utilizados oligonucleotídeos que flanqueiam 

os genes DMRT1 e SOX9. A reação foi realizada utilizando-se 20 ng de DNA molde, 10 pmoles 
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de cada primer (sense e antisense), tampão de reação 1x (contendo Tris-HCl 200 mM pH 8.7, 

KCl 500 mM), 0,2 mM de dNTPs, 3 mM de MgCl2 e 0,5 U de Taq DNA Polymerase 

(Invitrogen). As reações de amplificação foram realizadas no termociclador Biocycler, de acordo 

com as seguintes condições: 94 °C - 5 minutos, seguido por 35 ciclos de 94 °C - 1 minuto 

(desnaturação), 62 °C - 1 minuto (anelamento), 72 °C - 1 minuto e 30 segundos (extensão), 

finalizando com 72 °C - 10 minutos.  

 

4.2.13. Hibridização in situ fluorescente (FISH) 
 

As hibridações foram desenvolvidas conforme Pinkel et al., (1986). As sondas foram 

marcadas com biotina-14-dATP por nick translation segundo as instruções do fabricante 

(Bionick Labelling System - Invitrogen). Os cromossomos foram incubadas em RNAse (0.4% 

RNAse/2xSSC) por 1 hora a 37ºC, em câmara úmida. Após a desnaturação, realizada com 

formamida 70% em 2xSSC a 70ºC por 4 minutos, as lâminas foram desidratadas em série 

alcoólica de etanol 50% e 100%, por 5 minutos cada. O mix de hibridação consistiu de 12 µL de 

sonda, 30 µL de formamida (concentração final de 50%), 12 µL de sulfato de dextrano 50% 

(concentração final 10%) e 6 µL de 20xSSC, por lâmina. A hibridação foi feita em câmara 

úmida a 37ºC, por aproximadamente 16 horas. Após a hibridação as lâminas foram lavadas duas 

vezes em 2xSSC a 37ºC, por 6 minutos cada e posteriormente incubadas em 1xPBD (200 mL 

20xSSC, 6 mL Triton 100, 10g not fat dry milk, 800 mL de água destilada). A detecção do sinal 

foi realizada com 3.5 µL de FITC (diluição de 1:100 - Sigma) e 27 µL de tampão C (0.1M de 

NaHCO3, pH 8.5 e 0.15M de NaCl) por 30 minutos a 37ºC em câmera úmida, por lâmina. Após 

três lavagens com 1xPBD a 45ºC  por 4 minutos cada, foi realizado 3 “rounds” de amplificação 

do sinal utilizando uma solução de anti-avidina-biotina conjugada (2.0 µL de anti-avidina e 38 

µL de 1xPBD) por lâmina, durante 20 minutos a 37ºC. Após três lavagens com 1xPBD a 45ºC 

por 4 minutos, cada lâmina foi tratada com 3.5 µL de FITC (1:100) + tampão C, por 20 minutos 
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a 37ºC em câmera úmida. Após as lavagens finais, os cromossomos foram corados com iodeto 

de propídio (50 µg/ml). 

Os cromossomos foram analisados em microscópio de epifluorescência Olympus BX50. 

Para a captura das imagens foi utilizado o software Image-Pro Plus versão 6.3 (Media 

Cybernetics). 

 

Double-FISH 

Para realização da Double-FISH as sondas foram marcadas pela técnica de nick 

translation ou por PCR, utilizando os compostos biotina 16 - dUTP e digoxigenina 11 dUTP 

(Roche), sendo cada sonda marcada com um composto distinto.  

A hibridização e posterior detecção dos sinais correspondentes foram realizados da 

seguinte maneira: Foram aplicados, sobre as lâminas, cerca de 50 µl da solução de hibridação 

(contendo as duas sondas) permanecendo “overnight” a 370C, em câmara úmida. Para a detecção 

das sondas, foram colocados sobre as lâminas 100 µl do “mix” contendo 94 µl de NFDM, 1 µl 

de avidina-FITC (Fluoresceina Isotil Cianato-avidin) conjugada e 5 µl de anti-digoxigenina 

rodamina conjugada, permanecendo por 60 minutos a 37oC, em câmara úmida. Para a sonda 

marcada com biotina 16 - dU, seguiu-se a amplificação, como já descrito para a FISH 

convencional e ao final do processo as lâminas foram coradas com 50 μl da mistura (400 μl de 

antifading mais 1 μl de DAPI - 0,2 mg/mL) e cobertas com lamínula.  

 

4.2.14. Análises cariotípicas 
 

As preparações cromossômicas obtidas pela citogenética clássica foram analisadas em 

microscópio óptico comum. As contagens dos cromossomos e as observações mais detalhadas 

foram feitas com a objetiva de imersão.  
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As preparações de hibridação in situ e as colorações com fluorocromos foram analisadas 

em microscópio de epifluorescência, com filtros apropriados. As imagens selecionadas foram 

capturadas através do software Image-Pro Plus versão 6.3 (Media Cybernetics), com câmera 

acoplada a um microscópio Olympus BX50  
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Resumo 
 

Foram analisados os cariótipos de peixes do gênero Hoplias, grupos H. malabaricus e a espécie 

H. intermedius, da bacia do rio São Francisco (Brasil), em região impactada por uma 

transposição de rio originário da bacia do Alto Paraná, alterando a ecologia e a ictiofauna local. 

Os cromossomos foram investigados utilizando-se marcadores obtidos pela citogenética clássica 

(coloração Giemsa, bandamento C e Ag-NORs) e molecular (CMA3 e FISH com sondas de 

rDNA 18S, rDNA 5S e DNA satélite 5SHindIII). Dois cariomorfos foram encontrados para o 

grupo H. malabaricus, o cariomorfo F correspondente à forma nativa da bacia do São Francisco 

e o cariomorfo A, correspondente à uma forma invasora da bacia do Alto Paraná. Espécimes de 

H. intermedius mostraram marcantes diferenças cromossômicas em relação ao grupo H. 

malabaricus, possibilitando uma boa caracterização citotaxonômica e inferências sobre a 

evolução cariotípica desses grupos.  

 

Palavras-chave: H. malabaricus, H. intermedius, cariótipo, citotaxonomia, invasão biológica. 

 

Introdução 
 

A Hidroelétrica de Furnas foi a primeira usina de grande porte construída no Brasil e fez 

parte de um projeto que tinha por objetivo sanar a crise energética que ameaçava os três maiores 

centros socioeconômicos brasileiros (nos estados de São Paulo, Rio de Janeiro e Belo Horizonte) 

em meados da década de 50 (Moreira-Filho & Buckup, 2005). Sua construção no rio Grande 

(bacia do Alto Paraná) entre os municípios de São José da Barra e São João Batista, no interior 

do estado de Minas Gerais, Brasil, era de fundamental importância para o desenvolvimento da 

região Centro-Oeste na época. Porém, quando as comportas fossem fechadas para formação do 

reservatório de Furnas, o volume de água da represa seria capaz de inundar parte da cidade de 
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Capitólio (Moreira-Filho, 2006). Com o objetivo de evitar esses problemas foi construído um 

dique próximo à cidade de Capitólio, que conteve as águas do reservatório de Furnas e foi 

necessário represar as águas de um afluente da margem direita do rio Grande, o rio Piumhi. Para 

efetuar essa transposição foi necessária a construção de canais desviando o curso do rio Piumhi, 

para a bacia do rio São Francisco (Moreira-Filho & Buckup, 2005; Moreira-Filho, 2006)(Fig1). 

Como conseqüência dessa transposição, a ictiofauna do rio Piumhi e de seus afluentes, 

que representa parte das espécies de peixes da bacia do rio Grande, foi transferida para a bacia 

do rio São Francisco, causando uma mistura de ictiofaunas que estavam separadas (Moreira-

Filho, 2006). Dentre os grupos de peixes que podem ter sofrido graves impactos decorrentes 

desta ação antrópica, estão os representantes da família Erythrinidae. 

Esta família é composta por três gêneros: Hoplerythrinus, Erythrinus e Hoplias, que se 

destacam por sua grande distribuição biogeográfica. Baseado em dados morfológicos, são 

consideradas oito espécies para o território brasileiro, sendo cinco representantes do gênero 

Hoplias (Oyakawa & Netto-Ferreira 2007). Hoplias é o gênero mais difundido no continente 

Sul-Americano e, para a região Sudeste, são considerados dois grandes grupos: H. malabaricus e 

H. lacerdae. Embora H. lacerdae e H. malabaricus sejam morfologicamente similares, há 

algumas características morfológicas que as diferenciam: as linhas do dentário que formam a 

região gular convergem na região anterior em H. malabaricus, formando um “V” e em H. 

lacerdae tais linhas se dispõem paralelamente. Adicionalmente, esses grupos exibem diferenças 

marcantes tanto no número quanto na morfologia dos cromossomos, apresentando variações 

cariotípicas de interesse para estudos evolutivos e citotaxonômicos (Bertollo et al., 2000; 

Giuliano-Caetano et al., 2001; Diniz & Bertollo, 2003). 

Segundo Bertollo et al. (2000), H. malabaricus deve constituir um complexo de espécies 

pela conspícua diversidade cariotípica. Sete formas cariotípicas, ou cariomorfos (A-G) são 

claramente identificados com base no número diplóide, morfologia cromossômica e sistemas de 
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cromossomos sexuais. Enquanto alguns cariomorfos mostram uma ampla distribuição geográfica 

nas distintas bacias hidrográficas da América do Sul, outros se apresentam endêmicos podendo, 

inclusive, ocorrer cariomorfos em condição de simpatria, sem a detecção de formas híbridas 

(Tab. 1). Contrariamente, representantes do grupo H. lacerdae evidenciam uma evolução 

cariotípica mais conservada, pelo menos quanto aos espécimes até então analisados 

demonstrando um número diplóide igual à 2n=50 cromossomos meta-submetacêntricos, sem 

sistemas de cromossomos sexuais diferenciados (Bertollo et al., 1978; Bertollo & Moreira-Filho, 

1983; Morelli et al., 2007). 

No presente trabalho foram caracterizados, por procedimentos citogenéticos clássicos e 

moleculares, representantes do grupo H. malabaricus e H. intermedius na região de transposição 

do rio Piumhi. Os resultados obtidos possibilitaram inferir sobre as conseqüências desta 

transposição na atual composição da ictiofauna regional, pertencente à bacia do rio São 

Francisco (MG, Brasil). 

 

Material e Métodos 
 

Espécimes do gênero Hoplias, foram coletados em diversos pontos (represa de Furnas, 

lagoa dos Tropeiros, ribeirão das Minhocas, ribeirão das Araras, córrego das Almas, córrego 

Confusão, córrego do Jorça e córrego Água Limpa), localizados na região de transposição do rio 

Piumhi, totalizando quarenta e dois exemplares (Fig.1). Desses, nove eram representantes do 

grupo lacerdae (seis machos e três fêmeas) e trinta e três do grupo malabaricus (vinte machos e 

treze fêmeas). Adicionalmente, dezoito exemplares do grupo malabaricus (quatro machos e 

quatorze fêmeas), foram também coletados na barragem de Três Marias – MG. 

 Os cromossomos mitóticos foram obtidos a partir de células do rim anterior (Bertollo 

et al., 1978; Foresti et al., 1993) e classificados em metacênticos (m) e submetacêntricos (sm), 

de acordo com a relação de braços (Levan et al. 1964). O número fundamental (NF) foi 
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calculado considerando cromossomos metacêntricos (m) e submetacêntricos (sm) como 

portadores de dois braços cromossômicos. A distribuição da heterocromatina C-positiva e das 

regiões organizadoras de nucléolos (Ag-NORs) foi analisada conforme Sumner (1972) com 

modificações (Lui et al., 2009) e Howell & Black (1980), respectivamente, utilizando-se das 

mesmas metáfases anteriormente coradas com Giemsa (análise seqüencial). A ocorrência de 

sítios cromossômicos ricos em GC ou AT foram investigados pelos fluorocromos base-

específicos Cromomicina A3 e DAPI, respectivamente, segundo Schmid (1980). Hibridações in 

situ fluorescentes (FISH) foram desenvolvidas conforme Pinkel et al. (1986), utilizando sondas 

de rDNA 18S (Hatanaka & Galetti Jr 2004),  rDNA 5S (Martins & Galetti Jr., 1999) e DNA 

satélite 5SHindIII (Martins et al., 2006). As sondas foram marcadas com biotina-14-dATP por 

nick translation segundo as insnstruções do fabricante (Bionick Labelling System - Invitrogen). 

Os cromossomos foram analisados em microscópio de epifluorescência Olympus BX50. Para a 

captura das imagens foi utilizado o software Image-Pro Plus versão 6.3 (Media Cybernetics). 

Resultados  
 

Grupo Hoplias malabaricus (Trairas) 

Dos cinquenta e um exemplares analisados do grupo malabaricus, trinta e três foram 

pertencentes ao cariomorfo A e dezoito ao cariomorfo F, conforme classificação adotada por 

Bertollo et al. (2000). 

 

Cariomorfo A – Todos os espécimes pertencentes a este cariomorfo apresentaram 2n=42 

cromossomos (22m + 20sm), NF = 84, tanto em machos como em fêmeas, sem heteromorfismo 

cromossômico relacionado ao sexo, sendo provenientes do ribeirão das Minhocas, represa de 

Furnas, córrego das Almas, córrego Confusão, córrego do Jorça e ribeirão dos Patos, o que 

demonstra sua predominância em tais pontos (Fig.1). O bandeamento C evidenciou bandas 
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pericentroméricas na maioria dos cromossomos, sendo que alguns cromossomos também 

apresentaram bandas terminais. Destaca-se claramente o par submetacêntrico nº 17, portador de 

uma grande banda na região terminal dos braços longos, correspondente à região organizadora 

do nucléolo (Ag-NOR). Uma única banda fluorescente GC-rica foi identificada no cariótipo, 

presente na região pericentromérica do par 16. Nenhuma banda AT-rica foi evidenciada. A 

hibridação in situ com sonda de rDNA 5S evidenciou dois pares de cromossomos portadores 

destes sítios, sendo um deles o metacêntrico nº 10 na região intersticial do braço longo, e o outro 

o submetacêntrico nº 13, ambos proximais ao centrômero. Os sítios de rDNA 18S foram 

evidenciados em três pares de cromossomos, ou seja, o par submetacêntrico nº 17 (na região 

terminal dos braços longos), o par submetacêntrico nº 16 (região proximal dos braços longos) e o 

par metacêntrico nº 6 (com sítios bi-teloméricos, ou seja, localizados em ambos os telômeros) 

(Fig.2). Os sítios do DNA satélite 5SHindIII foram localizados em nove pares de cromossomos 

(metacêntricos 1, 5, 6 e submetacêntricos 12, 13, 14, 18, 19 e 21), todos na região centromérica. 

(Fig.3) 

 

Cariomorfo F – Todos os espécimes pertencentes a este cariomorfo foram caracterizados por 

apresentarem 2n=40 cromossomos (18m + 22sm), NF = 80, nos machos e nas fêmeas, sem 

sistema de cromossomos sexuais diferenciados, sendo provenientes da represa de Três Marias – 

MG (Fig.1). A heterocromatina mostrou-se distribuída na região pericentromérica da maioria dos 

cromossomos, além de pequenas bandas terminais em alguns cromossomos do cariótipo. Dois 

pares de cromossomos submetacêntricos, nº 12 e nº 17, evidenciaram sítios de Ag-NORs 

terminais nos braços longos. Regiões ricas em GC foram destacadas na região terminal dos 

braços longos de apenas dois pares de cromossomos, ou seja, os submetacêntricos nº 13 e 14. 

Nenhuma banda AT-rica foi também caracterizada neste cariomorfo. Sítios de rDNA 5S foram 

localizados na região intersticial dos braços longos apenas no par metacêntrico nº 5. Por sua vez, 
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os sítios de rDNA 18S foram identificados em quatro pares de cromossomos, ou seja, na região 

terminal dos braços longos dos submetacêntricos nº 11, 12 e 17, e em ambas as regiões terminais 

(sítios bi-teloméricos) no metacêntrico nº 3 (Fig.2). O DNA satélite 5SHindIII foi localizado nas 

regiões centroméricas de 10 pares de cromossomos (metacêntricos nº. 2, 5, 7 e submetacêntricos 

nº 10, 11, 14, 15, 17, 19 e 20) (Fig.3). 

 

Grupo Hoplias lacerdae (Trairão) 

Os espécimes coletados pertencentes ao grupo H. lacerdae foram identificados como 

Hoplias intermedius, segundo Oyakawa & Mattox (2009). 

Hoplias intermedius - Os espécimes apresentavam 2n=50 cromossomos (20m + 30sm), 

NF=100, tanto em machos como em fêmeas, sem cromossomos sexuais diferenciados, sendo 

provenientes do ribeirão das Araras, Córrego Água Limpa e represa de Furnas (Fig.1). O 

bandeamento C evidenciou heterocromatina posicionada preferencialmente em regiões 

pericentroméricas de quase todos os cromossomos do cariótipo, além de algumas bandas em 

posição terminal (par 12). A coloração com nitrato de prata evidenciou apenas um único par de 

regiões organizadoras do nucléolo ativas, situadas intersticialmente nos braços longos do par 

submetacêntrico nº 17, próximas ao centrômero. Neste grupo foi identificado um número maior 

de sítios cromossômicos ricos em pares de bases GC, comparativamente ao grupo malabaricus. 

Assim sendo, sítios proeminentes foram observados na região proximal ao centrômero dos pares 

4, 6, 7 e 13, além de alguns outros menos conspícuos nos pares 9, 10 e 23. Não foi também 

caracterizada nenhuma região cromossômica AT-rica. A hibridação in situ evidenciou sítios de 

rDNA 5S nos braços longos do par submetacêntrico nº 19, proximais ao centrômero. Apenas o 

par cromossômico nº 17 apresentou sítios de rDNA 18S, localizados na região correspondente às 

Ag-NORs (Fig.2). Nenhum sítio do DNA satélite 5SHindIII foi detectado nessa espécie pelas 

hibridizações in situ.  
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Discussão 

I. Caracterização Cariotípica 

Conforme os dados obtidos, os espécimes analisados de Erythrinidae da bacia do São 

Francisco apresentam características cromossômicas que os enquadram nos cariomorfos A e F 

do grupo H. malabaricus (Bertollo et al., 2000) e no grupo H. lacerdae (Morelli et al., 2007). De 

fato, além do número cromossômico e da macroestrutura do cariótipo, vários marcadores 

cromossômicos empregados reforçaram esta identificação (Fig. 2, Fig. 4). 

Em todos os cariomorfos do complexo H. malabaricus a heterocromatina tem sido 

usualmente localizada na região pericentromérica e terminal de alguns pares cromossômicos 

(Dergan & Bertollo, 1990; Haff et al,. 1993; Bertollo et al., 1997a,b; Born & Bertollo, 2000; 

Vicari et al,. 2005), conforme também verificado no presente estudo. Entretanto nos exemplares 

de H. intermedius a heterocromatina foi observada na região pericentromérica da maioria dos 

cromossomos, havendo somente um par com marcação terminal, podendo assim, ser considerado 

um relevante marcador na distinção entre os grupos H. malabaricus e H. intermedius (Fig.2, 

Fig.4). Por sua vez, a localização e a quantidade de sítios heterocromáticos ricos em GC, foram 

também marcadores importantes na caracterização e identificação dos grupos estudados. Assim, 

os espécimes dos cariomorfos A e F de H. malabaricus diferenciaram-se pela presença de um 

único sítio pericentromérico e dois sítios terminais, respectivamente, enquanto que os 

exemplares de H. intermedius apresentaram um maior número de sítios, localizados em sete 

pares cromossômicos (Fig.2, Fig.4). 

Igualmente, os padrões de NORs foram importantes marcadores diferenciais. Em H. 

malabaricus, foram encontrados dois sítios de Ag-NORs e um total de seis sítios de rDNA 18S 

no cariomorfo A,  enquanto que para o cariomorfo F foram encontrados quatro sítios de Ag-

NORs e dez sítios de rDNA 18S, sempre na região telomérica de cromossomos 

submetacêntricos. Por outro lado, em H. intermedius foram encontrados apenas dois sítios de 
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Ag-NORs e de rDNA 18S, presentes nos braços longos de um par submetacêntrico, na região 

proximal ao centrômero (Fig.2, Fig.4). Entretanto, embora a ocorrência de NORs múltiplas 

teloméricas seja uma característica comum no grupo H. malabaricus, NORs intersticiais podem 

ser também encontradas com menor freqüência nesse grupo. (Bertollo, 1996; Born & Bertollo, 

2001; Vicari et al., 2005; Born & Bertollo, 2006), assim como em outros gêneros de 

Erythrinidae, como é o caso de Hoplerythrinus (Diniz & Bertollo, 2003).  

As diferenças observadas nos cariomorfos de H. malabaricus quanto ao número de Ag-

NORs e os sítios de rDNA 18S devem-se, seguramente, à uma atividade gênica diferencial entre 

os loci de regiões organizadoras de nucléolos presentes no cariótipo. Além da diferença 

numérica quanto aos sítios de NORs, os exemplares de H. intermedius (grupo H. lacerdae) 

também se diferenciam do grupo H. malabaricus pela ausência de cromossomos portadores de 

NORs biteloméricas, que parece ser uma característica comum para H. malabaricus (Fig.2, 

Fig.4). Usualmente, NORs múltiplas tem sido considerada como um caráter derivado em relação 

a um sistema de NOR simples (Almeda-Toledo & Foresti, 1985), permitindo então inferir que, 

para este caráter, o grupo malabaricus seria mais derivado em relação ao grupo lacerdae. A 

ocorrência de mais de dois sítios de rDNA 18S em espécimes do grupo H. lacerdae (Morelli & 

Bertollo, 2007) pode ser provavelmente decorrente de um processo de hibridização não-

específica, necessitando de uma investigação complementar para confirmação. 

Com relação ao rDNA 5S, o cariomorfo A apresentou dois pares de cromossomos 

marcados, enquanto que no cariomorfo F e em H. intermeidus esses sítios estão situados em 

somente um par de cromossomos. Entretanto, no cariomorfo F esses sítios se encontram em 

posição intersticial no braço curto dos cromossomos, e em H. intermedius eles ocorrem na região 

proximal ao centrômero (Fig.2, Fig.4). Ferreira et al. (2007) comparou a distribuição e 

localização dos clusters de rDNA 5S em três cariomorfos do grupo malabaricus (A, D e F), 

encontrando diferenças relevantes entre eles. Desta forma, o número e a distribuição dos sítios de 
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rDNA 5S também representam bons marcadores para os Erythrinidae. A posição 

pericentromérica do cluster de rDNA 5S poderia ser considerado uma condição plesiomórfica 

para o gênero Hoplias (Ferreira et al., 2007), visto que em Hoplerythrinus unitaeniatus também 

encontramos esse sitio localizado na mesma posição (Diniz & Bertollo, 2003, 2006). 

Finalmente, em relação à família de DNA satélite 5SHindIII foram caracterizados 18 

sítios para o cariomorfo A e 20 sítios para no cariomorfo F, corroborando com os dados 

observados por Ferreira et al. (2007) para outras populações desses mesmos cariomorfos (Fig.3). 

Esta família de DNA repetitivo apresenta distribuição restrita à região centromérica de vários 

cromossomos, e tem sido favorecida durante a evolução do grupo H. malabaricus podendo 

exercer algum possível papel na função e/ou estrutura do centrômero de tais cromossomos 

(Martins et al., 2006). Ferreira et al. (2007) demonstraram que essa família de DNA é exclusiva 

do grupo H. malabaricus, fato este confirmado no presente trabalho, visto que não foi encontrada 

tal seqüência nos exemplares do grupo H. lacerdae (H. intermedius). 

Os grupos H. malabaricus e H. lacerdae exibem uma evolução cariotípica extremamente 

diferenciada (Bertollo, 2007). Os dados apresentados no presente trabalho ressaltam diferenças 

significantes entre esses dois grupos, assim como entre os cariomorfos A e F do grupo H. 

malabaricus (Fig.4), permitindo não só uma boa caracterização citotaxonômica de cada um 

desses grupos, assim como a identificação de possíveis características derivadas no grupo H. 

malabaricus.  

 

II. Conseqüências da Transposição 

A quebra de barreiras naturais pode propiciar o contato entre espécies anteriormente 

isoladas. Este evento pode ser devido a alterações geomorfológicas naturais, promovendo a 

transposição de um curso d’água de uma bacia para outra adjacente, evento este denominado de 

captura de cabeceiras (Ab’Saber, 1957), ou devido a uma alteração artificial, oriunda de ações 
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antrópicas. De fato, algumas espécies de peixes, como Serrasalmus marginatus (Agostinho & 

Julio Jr., 2002), Hoplias malabaricus - cariomorfo C (Pazza & Júlio Jr., 2003) e Gymnotus 

pantanal (Margarido et al., 2007), que eram caracterizadas como sendo da bacia do Baixo Paraná, 

encontram-se convivendo em simpatria com espécies nativas do Alto Paraná, após a construção 

da barragem de Itaipu. 

O caso do rio Piumhi é um dos mais notáveis dentre todos os eventos de conexões 

artificiais entre bacias hidrográficas distintas, pois com a transposição deste rio, toda sua 

ictiofauna foi transposta para a bacia do São Francisco (Moreira-Filho & Buckup, 2005) (Fig.1). 

Entretanto, na mesma região, anteriormente à transposição, possivelmente já existia uma 

conexão natural que desempenhava um importante papel nessa mistura de ictiofaunas, embora 

em menor escala quando comparada à transposição do rio Piumhi. Essa hipótese encontra 

respaldo na análise de antigas cartas cartográficas locais, onde se pode averiguar que a nascente 

de alguns tributários da margem esquerda do rio Piumhi e do antigo Pantanal do Cururu, 

encontravam-se em altitudes similares (aproximadamente 800m) e uma pequena distância (de 

400m a 1Km) dos afluentes da margem direita do rio São Francisco, na mesma região. Desta 

forma, é provável que, em épocas de cheias, tenham ocorrido conexões entre as águas da bacia 

do rio Grande com as do São Francisco, através do pantanal do Cururu, representando uma 

provável rota migratória natural para os peixes. 

Conforme dados até então disponíveis, o cariomorfo A do grupo H. malabaricus 

apresenta ampla distribuição geográfica, estando presente do norte ao sul do Brasil, incluindo a 

bacia do rio Grande, atingindo o Uruguai e a Argentina (Tab. 1). Os peixes da bacia do São 

Francisco têm sido estudados intensamente nas última duas décadas, no tocante à citogenética. 

Durante todo este tempo, apenas três exemplares do cariomorfo A tinham sido identificados para 

esta bacia, provenientes da região de Três Marias (Bertollo et al., 2000). No presente trabalho, 

apenas populações do cariomorfo A foram identificadas na região de transposição do rio Piumhi, 
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em riachos, lagoas e na calha principal desse rio. Nesta região não foi encontrado nenhum 

exemplar do cariomorfo F. Assim, o fato do cariomorfo A ser frequentemente encontrado no rio 

Grande e na região de transposição do rio Piumhi indica que este cariomorfo deve representar 

uma forma invasora na bacia do São Francisco, tendo se dispersado até a região de Três Marias. 

Observações de campo têm evidenciado que os exemplares pertencentes ao cariomorfo A 

são mais agressivos que os pertencentes ao cariomorfo F, fato este que pode ter favorecido a 

expansão dessa forma invasora (cariomorfo A) e o conseqüente deslocamento do cariomorfo F, 

invadindo o habitat anteriormente ocupado por esta última forma. Entretanto, estudos ecológicos 

e comportamentais, associados aos dados citogenéticos, são necessários para comprovar possível 

competição entre esses cariomorfos. 

Os dados citogenéticos clássicos e moleculares referentes à H. intermedius evidenciam 

que os espécimes coletados na região do rio Grande e na região de transposição do rio Piumhi 

possuem a mesma forma cariotípica. Assim sendo, é possível que conexões naturais, como, por 

exemplo, as que existiam no antigo pantanal do Cururu, tenham possibilitado a dispersão de 

espécimes desse grupo em ambas as bacias, ou seja, Alto Paraná e São Francisco. Tal espécie foi 

coletada apenas em riachos apresentando corredeiras e águas cristalinas, ricas em oxigênio, 

diferentemente de H. malabaricus, que foi coletada em lagoas e remansos dos canais de 

transposição. Segundo Rantin et al. (1992),  exemplares do grupo H. lacerdae necessita de uma 

quantidade maior de oxigênio em relação a H. malabaricus, bem como aos outros gêneros de 

Erythrinidae. Este fato indica que a permanência de H. intermedius (grupo H. lacerdae) na bacia 

do São Francisco (região de transposição), sem entrar em competição com os cariomorfos de H. 

malabaricus, pode estar relacionada ao fato de ocuparem habitats diferenciados. Godoy (1975), 

também destaca que H. lacerdae e H. malabaricus são ecologicamente distintos, apesar de serem 

morfologicamente similares, reforçando a hipótese acima apresentada. 
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O presente estudo, com base em dados do gênero Hoplias, indica que a quebra de 

barreiras naturais entre as bacias do rio Grande e São Francisco (representada pela transposição 

do rio Piumhi e a provável conexão natural entre essas duas bacias – Pantanal do Cururu) pode 

ter causado uma alteração na organização hierárquica na ictiofauna do alto rio São Francisco. 
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Figura 1 – Localização dos pontos de coleta. (a) Estado de Minas Gerais, (b) Região de transposição do Rio Piumhi  
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Figura 2 – Cariótipos dos exemplares analisados. (a) Giemsa. (b) Bandamento C. (c) Coloração com CMA3. (d) 

Ag-NOR. (e) Sitos de rDNA 18S. (f) Sito de rDNA 5S. Barra = 5 µm. 
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Figura 3 – Hibridação in situ fluorescente com sonda de DNA satélite 5SHindIII. Barra = 5 µm. 

 

 
Figura 4 – Idiograma comparativo dos dois cariomorfos de Hoplias malabaricus e exemplar de Hoplias 

intermedius, indicando todos os marcadosres utilizados. Preto = heterocromatina C-positiva, azul = sítios de rDNA 

5S, vermelho = sítios de rDNA 18S, amarelo = sítios do DNA satélite 5SHindIII e verde = Cromomicina A3 

positiva. 
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Tabela 1 – Características cromossômicas dos cariomorfos de Hoplias malabaricus, de acordo com Bertollo et al. 

(2000). 

Cariomorfo 2n Sistema Sexuais Distribuição Geográfica 

A 42 Não diferenciado 
Norte a Sul do Brasil, Uruuai e Norte da 
Agentina 

B 42 
Fêmea: XX ; Macho: 
XY  

Restrito ao sistema de lagos do Vale do Rio 
Doce, Minas Gerais, Brasil 

C 40 Não diferenciado Do Norte do Brasil ao Nordeste da Argentina

D 39/4
0 

Fêmea: X1X2 ; Macho: 
X1X2Y 

Aparentemente limitado ao sistema 
hidrográfico do Alto Paraná  

E 42 Fêmea : desconhecido  Restrito ao rio Trombetas, Pará, Brasil 

F 40 Não diferenciado Do Suriname até o sudeste do Brasil  

G 40/4
1 

Fêmea: XX ; Macho: 
XY1Y2 Restrito a algumas localidades Amazonicas  
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Resumo 
 

Três populações do grupo Hoplias malabaricus, provenientes de bacias hidrográficas dos 

rios São Francisco, Araguaia/Tocantins e Xingu, do Brasil, foram analisadas por técnicas de 

citogenética clássica (coloração convencional por Giemsa, bandamento C e Ag-NORs) e 

molecular (hibridização in situ fluorescente com sondas de rDNA 18S, rDNA 5S e DNA satélite 

5SHindIII). Os marcadores cromossômicos obtidos foram fundamentais para caracterizar estas 

populações como pertencentes ao cariomorfo A, bem como permitiram detectar claras 

divergências inter-populacionais. Essas diferenças provavelmente são decorrentes de histórias 

evolutivas distintas, resultantes de isolamentos geográficos entre as populações, associados ao 

modo dispersivo desses organismos, reforçando a diversidade genética presente no grupo H. 

malabaricus. 

 

Palavras-Chave: Citogenética, Traira, Cariomorfo A, FISH, Isolamento geográfico 

 

 

Introdução 
 

Erythrinidae é uma pequena família de peixes Neotropicais, amplamente distribuída pela 

América do Sul, atualmente composta por apenas três gêneros, Hoplerythrinus, Erythrinus, 

Hoplias, além de um gênero já extinto, Paleohoplias assisbrasiliensis (Gayet et al., 2003). 

Hoplias é o gênero mais difundido, no continente Sul-Americano, compreendendo dois 

grandes grupos, H. malabaricus e H. lacerdae. Em recente revisão Oyakawa & Mattox (2009) 

reconheceram 6 espécies para este último grupo: H. intermedius, H. aimara, H. curupira, H. 

brasiliensis, H. australis e H. lacerdae. Por sua vez, o grupo H. malabaricus ainda carece de 

uma revisão como um todo.  



 

56 
 

Por não serem considerados bons nadadores, os eritrinídeos não são capazes de transpor 

obstáculos tais como cachoeiras e grandes corredeiras, diferindo dos grandes peixes migradores 

presentes na América do Sul, tais como o dourado (Salminus brasiliensis), matrinxã (Brycon 

spp.) e os grandes bagres. Desta forma, tais obstáculos naturais são fatores que podem diminuir o 

fluxo gênico entre as populações de uma mesma bacia hidrográfica, o qual pode chegar a ser 

interrompido dependendo do relevo ou da geomorfologia da região. H. malabaricus pode ser 

facilmente encontrada em lagoas temporárias durante a fase de estiagem, (Okada et al., 2003) 

visto sua alta capacidade de sobrevivência em ambientes com baixos teores de oxigênio 

dissolvido e temperaturas extremas da água, quando comparadas com a maior parte dos outros 

peixes piscívoros (Rantin et al., 1992, 1993; Rios et al., 2002). Em épocas chuvosas, apresenta 

uma alta dispersão passiva (não intrínseca da biologia do peixe, mas dependente de fatores 

ambientais), mudando de uma vertente de rio à outra através de filetes de água de poucos 

centímetros de profundidade, característica típica de alagadiços. Além disso, seus alevinos são 

entomófagos e canibais, não necessitando da presença de outros peixes para se alimentar, e 

apresentam alta resistência à fome (Azevedo & Gomes, 1943). 

Os eritrinídeos apresentam variação cariotípica de interesse evolutivo (Bertollo et al., 

2000; Giulianao-Caetano et al., 2001; Diniz & Bertollo, 2003; Bertollo et al., 2004; Vicari et al., 

2005). Dentro deste contexto, H. malabaricus destaca-se como o grupo mais estudado, com 

populações citogeneticamente amostradas em diferentes regiões da América do Sul, deste da 

Argentina até o Suriname e, principalmente, em território brasileiro (Bertollo et al., 2000). Os 

dados obtidos caracterizam uma conspícua diversidade cariotípica, com sete cariomorfos 

diferenciados (A, B, C, D, E, F e G), considerando o número diplóide, morfologia cromossômica 

e sistemas de cromossomos sexuais. Enquanto alguns cariomorfos mostram uma ampla 

distribuição geográfica, outros se apresentam como endêmicos de determinadas regiões, podendo 

ocorrer cariomorfos em simpatria sem detecção de formas híbridas, indicando a ocorrência de 
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um complexo de espécies (Bertollo et al., 2000). O cariomorfo A apresenta uma grande 

distribuição geográfica, estando presente nas principais bacias hidrográficas brasileiras: Paraná, 

São Francisco, Araguaia, Amazônica e as bacias do Leste. Variações cariotípicas menores, entre 

populações desse cariomorfo também já foram detectadas (Born & Bertollo, 2001; Vicari et al., 

2005; Cioffi et al., 2009). 

Considerando tal contexto, este trabalho teve como objetivo caracterizar, por 

metodologias de citogenética clássica e molecular, três populações alopátricas do grupo H. 

malabaricus pertencentes a três bacias hidrográficas distintas, São Francisco, 

Araguaia/Tocantins e Xingu. Os resultados obtidos auxiliaram no entendimento da biologia 

evolutiva de H. malabaricus, particularmente no tocante à diversificação e à conservação de 

caracteres cromossômicos de interesse dentro desse grupo. 

 

Material e Métodos 
 

Oitenta e sete exemplares do grupo Hoplias malabaricus foram analisados 

citogenéticamente: 14 machos e 9 fêmeas provenientes da lagoa dos Tropeiros (bacia do rio São 

Francisco – região de transposição do rio Piumhi, MG), 16 machos e 20 fêmeas provenientes de 

lagoas marginais do rio Araguaia (bacia do Araguaia / Tocantins, GO) e 16 machos e 12 fêmeas 

provenientes de afluentes do rio Sete de Setembro (Bacia do rio Xingu, MT) Os peixes foram 

anestesiados com óleo de cravo, segundo Henvey et al., (2002). Os cromossomos mitóticos 

foram obtidos a partir de células do rim anterior (Bertollo et al., 1978; Foresti et al., 1993) e 

classificados em metacênticos (m) e submetacêntricos (sm), de acordo com a relação de braços 

(Levan et al., 1964). A heterocromatina C-positiva foi evidenciada conforme Sumner (1972) 

com algumas adaptações (Lui et al., 2009) e as regiões organizadoras de nucléolos (Ag-NORs) 

conforme Howell & Black (1980). Ambas as metodologias foram aplicadas sequencialmente, 

após a coloração convencional dos cromossomos com Giemsa. 
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Hibridações in situ fluorescentes (FISH) foram desenvolvidas conforme Pinkel et al., 

(1986) com algumas modificações, utilizando sondas de rDNA 18S (Cioffi et al., 2009),  rDNA 

5S e DNA satélite 5SHindIII (Martins et al., 2006). As sondas foram marcadas com biotina-14-

dATP por nick translation segundo as instruções do fabricante (Bionick Labelling System - 

Invitrogen). Os cromossomos foram incubadas em RNAse (0.4% RNAse/2xSSC) por 1 hora a 

37ºC, em câmara úmida. Após a desnaturação, realizada com formamida 70% em 2xSSC a 70ºC 

por 4 minutos, as lâminas foram desidratadas em série alcoólica de etanol 50% e 100%, por 5 

minutos cada. O mix de hibridação consistiu de 12 µL de sonda, 30 µL de formamida 

(concentração final de 50%), 12 µL de sulfato de dextrano 50% (concentração final 10%) e 6 µL 

de 20xSSC, por lâmina. A hibridação foi feita em câmara úmida a 37ºC, por aproximadamente 

16 horas. Após a hibridação as lâminas foram lavadas duas vezes em 2xSSC a 37ºC, por 6 

minutos cada e posteriormente incubadas em 1xPBD (200 mL 20xSSC, 6 mL Triton 100, 10g 

not fat dry milk, 800 mL de água destilada). A detecção do sinal foi realizada com 3.5 µL de 

FITC (diluição de 1:100 - Sigma) e 27 µL de tampão C (0.1M de NaHCO3, pH 8.5 e 0.15M de 

NaCl) por 30 minutos a 37ºC em câmera úmida, por lâmina. Após três lavagens com 1xPBD a 

45ºC  por 4 minutos cada, foi realizado 3 rounds de amplificação do sinal utilizando uma solução 

de anti-avidina-biotina conjugada (2.0 µL de anti-avidina e 38 µL de 1xPBD) por lâmina, 

durante 20 minutos a 37ºC. Após três lavagens com 1xPBD a 45ºC por 4 minutos, cada lâmina 

foi tratada com 3.5 µL de FITC (1:100) + tampão C, por 20 minutos a 37ºC em câmera úmida. 

Após as lavagens finais, os cromossomos foram corados com iodeto de propídio (50 µg/ml). 

Os cromossomos foram analisados em microscópio de epifluorescência Olympus BX50. 

Para a captura das imagens foi utilizado o software Image-Pro Plus versão 6.3 (Media 

Cybernetics). 
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Resultados 
 
H. malabaricus da bacia do rio São Francisco. 

Os exemplares pertencentes a esta população apresentaram 2n=42 cromossomos (22m + 

20sm), NF = 84, tanto em machos como em fêmeas, sem heteromorfismo cromossômico 

relacionado ao sexo. O bandeamento C evidenciou bandas pericentroméricas na maioria dos 

cromossomos, sendo que alguns cromossomos também apresentaram bandas terminais e 

intersticiais. Destaca-se claramente o par submetacêntrico 17, portador de uma grande banda na 

região terminal do braço longo, correspondente à região organizadora do nucléolo (Ag-NORs) 

(Figura 1a, b, c). 

A hibridação in situ com sonda de rDNA 5S evidenciou dois pares de cromossomos 

portadores de sítios intersticiais: um par metacêntrico pequeno (par 10), com sítios no braço 

longo e um par submetacêntrico grande (par 13), com sítios no braço curto, proximais ao 

centrômero (Figura 2a). Os sítios de DNA ribossomal 18S foram evidenciados em quatro pares 

de cromossomos: dois pares metacêntricos (pares 6 e 9), com sítios localizados na região 

terminal de ambos os braços cromossômicos e dois pares submetacêntricos (pares 16 e 17), com 

sítios nos braços longos na região proximal ao centrômero e terminal, respectivamente (Figura 

2b). A hibridação com sonda de DNA satélite 5SHindIII identificou nove pares de cromossomos 

com sítios na região centromérica: três pares metacêntricos (pares 1, 5 e 6) e seis pares 

submetacêntricos (pares 12, 13, 14, 18, 19 e 21) (Figura 2c). 

 

H. malabaricus da bacia do rio Araguaia. 

Os exemplares coletados em São Miguel do Araguaia apresentaram 2n=42 cromossomos 

(18m + 24sm), NF = 84, tanto em machos como em fêmeas, não sendo observado nenhum 

heteromorfismo sexual. A heterocromatina apresentou-se distribuída na região pericentromérica 

e terminal de vários cromossomos do complemento, destacando-se claramente o par 
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submetacêntrico 10, portador de uma grande banda na região pericentromérica, e os pares 14 e 

20 com bandas conspícuas na região terminal do braço longo. Essas últimas mostraram-se co-

localizadas com as Ag-NORs (Figura 1d, e, f). A hibridação in situ com sonda de rDNA 5S 

evidenciou somente um par metacêntrico pequeno (par 8) marcado na região intersticial dos 

braços longos (Figura 2d). Os sítios de rDNA 18S foram evidenciados em três pares de 

cromossomos submetacêntricos: em um par grande (par 10), na região proximal ao centrômero e 

em dois pares menores (pares 14 e 20), na região terminal dos braços longos. Além disso, apenas 

um dos homólogos do par 10 apresentou um sítio extra, terminal no braço longo (Figura 2e). A 

hibridação com sonda de DNA satélite 5SHindIII identificou oito pares de cromossomos com 

sítios na região centromérica: dois pares metacêntricos (pares 1 e 5) e seis pares 

submetacêntricos (pares 10, 11, 12, 15, 16 e 21) (Figura 2f). 

 

Hoplias malabaricus da bacia do rio Xingu  

Os exemplares coletados nos afluentes do rio Sete de Setembro apresentaram 2n=42 

cromossomos (20m + 22sm), NF = 84, tanto em machos como em fêmeas, sem sistema de 

cromossomos sexuais heteromórficos. O bandeamento C evidenciou bandas pericentroméricas 

em quase todos os cromossomos, além de pequenas bandas terminais presentes em alguns pares. 

A coloração com Nitrato de Prata evidenciou três pares cromossômicos (pares 4, 9 e 15) com 

Ag-NORs (Figura 1g, h, i). A hibridação com sonda de rDNA 5S evidenciou somente um par 

metacêntrico pequeno (par 8) marcado na região intersticial dos braços longos (Figura 2g). Os 

sítios de rDNA 18S foram evidenciados em três pares de cromossomos, na região terminal dos 

braços longos: dois pares metacêntricos (pares 4 e 9) e um par submetacêntrico (par 15) (Figura 

2h). A hibridação in situ com o DNA satélite 5SHindIII identificou 10 pares de cromossomos 

com sítios na região centromérica: quatro pares metacêntricos (pares 1, 5, 7 e 10) e seis pares 

submetacêntricos (pares 11, 12, 13, 16, 17 e 19) (Figura 2i). 
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Discussão 
 

As três populações estudadas apresentaram 2n=42 cromossomos, tanto em machos 

quanto em fêmeas, sem a presença de cromossomos sexuais heteromórficos, caracterizando o 

cariomorfo A (Bertollo et al., 2000). Apesar de apresentarem os mesmos números diplóide e 

fundamental (NF=84), as fórmulas cariotípicas das três populações evidenciaram diferenças sutis 

na quantidade de cromossomos metacêntricos e submetacêntricos (Figuras 1 e 3). Variações na 

fórmula cariotípica são comumente encontradas entre populações do cariomorfo A do grupo H. 

malabaricus (Tabela 1), provavelmente relacionadas com a ocorrência de rearranjos 

Robertsonianos, mais especificamente com inversões pericêntricas, (Galetti et al., 1994), que 

podem ser fixadas em decorrência do isolamento de pequenas populações locais (evolução 

alopátrica). 

Entretanto, considerando a estrutura geral do cariótipo, há uma maior similaridade entre 

as populações da bacia do São Francisco e do rio Xingu, as quais se mostram mais claramente 

diferenciadas da população da bacia do rio Araguaia, onde há um aumento na quantidade de 

cromossomos submetacêntricos em relação aos metacêntricos (Figuras 1, 3). 

Bandas heterocromáticas pericentroméricas e terminais têm sido freqüentemente 

observadas no grupo H. malabaricus (Dergan & Bertollo, 1990; Haaf et al., 1993; Bertollo et al., 

1997 a,b; Born & Bertollo, 2000; Vicari et al., 2005; Blanco et al., 2009), conforme também 

verificado nas populações do presente estudo. Entretanto, algumas especificidades na quantidade 

de heterocromatina e na sua localização puderam ser também constatadas. Assim sendo, a 

população do São Francisco apresentou bandas intersticiais características no braço longo dos 

três primeiros pares de cromossomos submetacêntricos, as quais se mostraram ausentes ou não 

tão evidentes nas outras populações. Por sua vez, somente a população da bacia do Araguaia 

apresentou três grandes blocos heterocromáticos nos cromossomos submetacêntricos 10, 14 e 20, 

os quais representam uma grande parcela da quantidade de heterocromatina do cariótipo (Figuras 
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1 e 3). Uma análise comparativa geral da quantidade e distribuição de heterocromatina revelou, 

novamente, uma maior similaridade entre as populações das bacias dos rios Xingu e do São 

Francisco, enquanto que a população do rio Araguaia se diferenciou por uma quantidade 

consideravelmente menor de heterocromatina presente no cariótipo (Figuras 1 e 3). 

As três populações mostraram-se conservadas quanto ao número e localização do rDNA 

5S, evidenciando um único sítio na região intersticial do braço longo de um pequeno 

cromossomo metacêntrico (Figuras 2 e 3). Entretanto, a população da bacia do rio São Francisco 

apresentou um sítio extra, proximal no braço curto de um cromossomo submetacêntrico grande 

(par 13). Provavelmente, um sítio proximal de rDNA 5S representa uma condição plesiomórfica 

em H. malabaricus, não sendo observada na maioria das populações já analisadas desta espécie, 

mas detectado em outras espécies do gênero Hoplias, como H. intermedius (citado como Hoplias 

aff. lacerdae), bem como em alguns outros cariomorfos/populações de H. malabaricus (Ferreira 

et al., 2007; Blanco et al., 2009).A fixação dessa característica plesiomórfica reflete  o grau de 

diversidade e divergência do grupo H. malabaricus, quando comparado com os demais 

eritrinídeos. 

A família de DNA repetitivo 5SHindIII, com localização na região centromérica de H. 

malabaricus, apresenta-se exclusiva desse grupo entre os Erythrinidae e provavelmente teve 

origem antes da divergência e dispersão das diferentes linhagens que originou os diferentes 

cariomorfos de H. malabaricus (Ferreira et al., 2007). Para esse marcador foi encontrada 

variação no número de sítios entre as populações estudadas, o que pode estar relacionado com a 

natureza instável e a alta taxa evolutiva das seqüências repetitivas (Charlesworth et al., 1994). 

Apesar dessa variação, alguns cromossomos mostraram evidente correspondência com relação a 

essa seqüência. O primeiro e o quinto par metacêntrico assim como os três primeiros 

submetacêntrico apresentam, consistentemente, sítios de 5SHindIII nas três populações 

estudadas. Três pares cromossômicos submetacêntricos menores também apresentaram marcação 
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em todas as populações, alguns com correspondência entre elas (pares 18, 19 e 21 para a bacia 

do São Francisco, pares 15, 16 e 21 para a bacia do Araguaia, pares 16, 17 e 19 para a bacia do 

rio Xingu). Assim, a análise da distribuição dessa família de DNA repetitivo mostrou-se de 

importância para o entendimento da evolução cariotípica em H. malabaricus, evidenciando pares 

cromossômicos conservados, ao lado de alguns outros divergentes no tocante a essas seqüências, 

indicando diferenciações já ocorridas entre as populações analisadas. 

A ocorrência de NORs múltiplas teloméricas é outra característica comum no grupo H. 

malabaricus, embora NORs intersticiais também possam ocorrer em menor frequência (Bertollo, 

1996; Born & Bertollo, 2001; Vicari et al., 2005; Born & Bertollo, 2006). As populações da 

bacia do rio São Francisco e Araguaia apresentaram tanto sítios ribossomais terminais quanto 

intersticiais, enquanto a população proveniente da bacia do rio Xingu apresentou somente bandas 

terminais. Na maioria das populações desse grupo já estudadas não foi observada a presença de 

sítios intersticiais de NORs ativos (Ag-NORs), os quais se mostram usualmente restritos aos 

sítios terminais. Esse fato foi observado tanto para a população do rio São Francisco como para a 

do rio Araguaia (Figura 1). Segmentos heterocromáticos intercalados ou adjacentes com os sítios 

ribossomais são freqüentes entre os peixes neotropicais, conforme verificado para as três 

populações analisadas, fato este que provavelmente possibilita a dispersão dos sítios de NORs 

pelo genoma (Vicari et al., 2008). É notável a grande similaridade entre cromossomos 

submetacêntricos 17, 14 e 15, portadores de seqüências de rDNA 18S, entre as populações do rio 

São Francisco, Araguaia e Xingu, respectivamente, indicando a provável correspondência entre 

eles para esse marcador (Figura 3). Tais relações ressaltam que, apesar das divergências 

interpopulacionais existentes, alguns sítios mantêm-se conservados, possivelmente devido a 

algum papel particular desempenhado pelos mesmos. A presença de um sítio de NOR em apenas 

um dos homólogos do par 10 na população da bacia do Araguaia (Figura 2) pode ser devida a um 

heteromorfismo acentuado de tamanho. De fato, heteromorfismo de tamanho de NORs, 
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possivelmente decorrentes de crossing over desiguais, são comumente encontrados em peixes 

Neotropicais, o que pode eventualmente reduzir o tamanho de um dos sítios homólogos de forma 

drástica, inviabilizando a sua detecção por FISH. 

NORs biteloméricas, ou seja, presentes em ambas as regiões teloméricas de um mesmo 

cromossomo, é uma característica recorrente nos diferentes cariomorfos de H. malabaricus 

(Bertollo, 1996; Vicari et al., 2005; Blanco et al., 2009; Cioffi et al., 2009), assim como em 

algumas outras espécies de peixes como Pyrrhulina cf australis (Oliveira et al., 1991), Poecilia 

latipunctata (Galetti Jr. & Rash, 1993) e Astyanax scabripinnis (Mantovani et al., 2005). Até o 

presente momento, não há registro de alguma população pertencente ao cariomorfo A de H. 

malabaricus que não apresentasse NORs biteloméricas, conforme verificado nas populações da 

bacia do rio Xingu e do rio Araguaia (Figura2). Entretanto, é notável a correspondência entre os 

pares cromossômicos metacêntricos 4 e 9 da população do rio Xingu e os pares 6 e 9 da 

população do São Francisco, apesar destes últimos apresentarem NORs biteloméricas (Figura 3). 

O fóssil brasileiro do Mio-Plioceno (+Paleohoplias assisbrasiliensis) pertencente à 

família Erythrinidae demonstra o quanto antigo é este grupo de peixes neotropicais (Gayet et al., 

2003), existindo há no mínimo cinco milhões de anos. Esta constatação, aliada a uma somatória 

de outras importantes características de H. malabaricus como (a) grande distribuição geográfica 

nas bacias hidrográficas sul-americanas (Bertollo et al., 2000), (b) formação de isolados em uma 

mesma bacia hidrográfica através de acidentes geológicos (formação de cachoeiras, grandes 

corredeiras ou lagos), (c) características ecológicas favoráveis à dispersão (sobrevivência em 

condições adversas) e (d) fácil adaptação a novos ambientes (características fisiológicas e de 

predação) (Rantin et al., 1992, 1993; Rios et al., 2002; Azevedo & Gomes, 1943), pode explicar 

a grande diversidade cariotípica existente nesse grupo de peixes. Tais divergências são 

provavelmente oriundas de diferentes histórias evolutivas decorrentes dos isolamentos 

populacionais, a ponto dos cariomorfos de H. malabaricus poderem representar unidades 
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biológicas distintas. Por sua vez, os marcadores cromossômicos (clássicos e moleculares) 

utilizados no presente trabalho se mostraram adequados para a identificação da biodiversidade 

entre diferentes populações do cariomorfo A de H. malabaricus, corroborando dados obtidos 

com outros marcadores em outras populações desse mesmo cariomorfo (Born & Bertollo, 2001; 

Vicari et al., 2005), reforçando assim a variação genética presente nesse grupo de nossa 

ictiofauna. 
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Figura 1 – Cariótipos de Hoplias malabaricus (cariomorfo A) com coloração Giemsa convencional (a, d, g), com 

bandamento C (b, e, h) das populações das bacias do rio São Francisco (a, b), Araguaia (d, e) e Xingu (g, h). Nos 

boxes estão apresentados os cromossomos portadores de Ag-NORs nas populações do São Francisco (c), Araguaia  

(f) e Xingu ( i). Barra = 5 µm. 
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Figura 2 – Cariótipos de Hoplias malabaricus (cariomorfo A) com hibridação fluorescente in situ (FISH) com 

sondas de rDNA 5S (a, d, g), rDNA 18S (b, e, h) e DNA satélite 5SHindIII (c, f, i) das populações das bacias dos 

rios São Francisco (a, b, c), Araguaia (d, e, f) e Xingu (g, h, i). Barra = 5 µm. 
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Figura 3 – Idiogramas referente às populações de H. malabaricus das bacias dos rios São Francisco (a), Araguaia 

(b) e Xingu (c), destacando os marcadores cromossômicos obtidos. Preto = heterocromatina C-positiva, azul = sítios 

de rDNA 5S, vermelho = sítios de rDNA 18S e amarelo = sítios do DNA satélite 5SHindIII.  
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Tabela 1 – Dados citogenéticos referentes a populações do cariomorfo A de Hoplias malabaricus. AM = Estado do 

Amazonas, MT = Estado do Mato-Grosso, GO = Estado de Goiás, MG = Estado de Minas Gerais, SP = Estado de 

São Paulo, SC = Estado de Santa Catarina, RS = Estado do Rio Grande do Sul, PR = Estado do Paraná, m = 

metacêntrico, sm = submetacêntrico. 

 

Localidade Fórmula 
Cariotípica Referência 

Manaus (AM) - Igarapé Mindu 24m + 18sm Bertollo et al. (2000),Born e Bertollo 
(2001) 

Poconé (MT) - rio Bento 
Gomes ///////// Bertollo et al. (2000) 

Araguaiana (MT) - córrego 
Dois de Agosto 20m + 22sm Bertollo et al. (2000), Born e Bertollo 

(2001) 
São Miguel do Araguaia (GO) 
- córrego do Medo 18m + 24sm Presente trabalho 

Três Marias (MG) - rio São 
Francisco ///////// Bertollo et al. (2000) 

Reserva Ecológica do Jataí 
(SP) - rio Mogi-Guaçu ///////// Scavone et al. (1994) 

S.J. do Marinheiro (SP) - Aguá 
Vermelha: rio Grande ///////// Bertollo et al. (2000) 

Conceição das Alagoas (MG) - 
Reservatório de Volta Grande ///////// Dregan (1996) 

Represa de Furnas (MG) - rio 
Grande 22m + 20sm Blanco et al (2009) 

Piumhi (MG) - São Francisco 22m + 20sm Blanco et al. (2009), Presente trabalho 
Juquiá (SP) - rio Juquiá ///////// Bertollo et al. (2000) 
Itatinga, Avaré (SP) - 
reservatório Jurumirim: rio 
Paranapanema 

24m + 18sm Bertollo et al. (2000), Born e Bertollo 
(2001) 

Descalvado (SP) - rio Pântano 22m + 20sm Cioffi et al. (2009) 
Palmeiras (PR) - Rio Iguaçu 24m + 18sm Vicari et al. (2003, 2005, 2006) 
Poço Preto (SC) - rio Iguaçu ///////// Bertollo et al. (2000) 
Guaíba (RS) - rio Guaíba ///////// Bertollo et al. (2000) 
Canarana (MT) - rio Sete de 
Setembro 20m + 22sm Presente trabalho 

Santo Antôniodo Legever 
(MT) - rio Cuiabá 22m + 20sm Cioffi et al. (2009) 

Corrientes - Argentina - rio 
Aguapey ///////// Lopes e Fenocchio (1994) e Lopes et al. 

(1998) 
Tacuarembó - Uruguai - rio 
Negro ///////// Dergan (não publicado) 

Ponta Grossa (PR) - rio Tibagi 24m + 18sm Vicari et al. (2005) 
Ivaí (PR) - rio Ivaí 24m + 18sm Vicari et al. (2005) 
Castro (PR) - rio Ribeira 24m + 18sm Vicari et al. (2005) 
Pariquera-Açu (SP) - rio 
Ribeira 24m + 18sm Vicari et al. (2005) 

Rio Grande (RS) - córrego 
Bolaxa 22m + 20sm Born e Bertollo (2001) 

São Carlos (SP) fazenda 
Guaporé 20m + 22sm Born e Bertollo (2001) 

Passos (MG) - rio Grande 22m + 20sm Born e Bertollo (2001) 
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Porto Rico (PR) - Alto rio 
Paraná 24m + 18sm Pazza e Júlio Jr (2003) 

Nova Prata do Iguaçu (PR) - 
rio Iguaçu 24m + 18sm Vicari et al. (2006) 

Botucatu (SP) - rio Aquará ///////// Martins et al. (2006), Ferreira et al. (2007) 
Parque Florestal do Rio Doce 
(MG) - Lagoa rio Doce 22m + 20sm Born e Bertollo (2006), Cioffi et al. (2009) 

Piraquara (PR) - fazenda  
Canquiri, rio Iguaçu 20m + 22sm Lemos et al. (2002) 
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CAPÍTULO III 
 

 

 

 

 

 

 

CONSERVAÇÃO DA MACROESTRUTURA CARIOTÍPICA NAS 

ESPÉCIES DE TRAIRÕES E O PAPEL DOS DNAs REPETITIVOS NA 

DIFERENCIAÇÃO CROMOSSÔMICA DE H. aimara e H. intermedius 

(CHARACIFORMES, ERYTHRINIDAE).  
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 Resumo 

Duas espécies de trairões: H. intermedius provenientes da bacia do rio São Francisco e H. 

aimara, da bacia do rio Arinos (Amazônica) foram caracterizados através de metodologias de 

citogenética clássica e molecular. As espécies apresentaram uma conservação na macroestrutura 

cariotípica, fato incomum entre os demais eritrinídeos. Em contrapartida, a coloração com 

fluorocromos base-específicos (CMA3, DAPI) e o mapeamento físico de seqüências repetitivas 

através de hibridizações in situ, evidenciou uma grande diversidade inter-específica que, por 

processos microevolutivos, principalmente relacionados à essa fração repetitiva do genoma, 

possibilita um aumento da variabilidade genética entre as espécies, além de corroborar com a 

separação taxonômica das mesmas. 

 

Palavras-Chave: Grupo H. lacerdae, Cot-1 DNA, diversidade cariotípica, citotaxonomia. 

 

Introdução 

A família Erythrinidae é composta segundo Azevedo & Gomes (1943) por três gêneros: 

Hoplias, Hoplerytrinus e Erythrinus. Embora amplamente distribuídos pelo continente Sul-

Americano, Hoplias é o mais difundido desses gêneros. Para a região Sudeste do Brasil são 

considerados dois grandes grupos, H. malabaricus e H. lacerdae, conhecidos popularmente 

como traíras e traírões, respectivamente. Uma diferença morfológica marcante entre esses grupos 

está presente na região gular, uma vez que as bordas dos dentários são convergentes nas trairas, 

encontrando-se na região anterior, sendo paralelas nos trairões. 

Oyakawa & Mattox. (2009), reconheceram seis espécies válidas no grupo H. lacerdae, ou 

seja, H. brasiliensis (Bahia), H. aimara (bacia Amazônica), H. currupira (região de Manaus), H. 

intermedius (bacias do rio São Francisco e Grande), H. australis (região Sul) e H. lacerdae 
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(bacia do Ribeira de Iguape). Especificamente em relação a H. intermedius (citado como grupo 

H. lacerdae), foi constatado que esta espécie pode ser encontrada em condições ambientais 

muito mais rígidas do que os demais erithrinideos, visto que estes ocorrem preferencialmente em 

riachos ou na calha principal dos rios, onde a oxigenação da água é alta. (Blanco et al., 2010). 

Os trairões apresentam uma macroestrutura cariotípica conservada quando comparados 

com espécimes do grupo H. malabaricus, com um número diplóide igual a cinqüenta 

cromossomos (2n=50), sem a ocorrência de cromossomos sexuais heteromórficos. Morelli et al. 

(2007) ampliaram o conhecimento citogenético desse grupo, ao estudarem amostras de distintas 

populações natuais, bem como de ambientes de cultivo, não encontrando diferenças cariotípicas 

significativas entre elas, reforçando a relativa homogeneidade cariotípica desse grupo quando 

comparado com o grupo H. malabaricus. 

Diversos marcadores cromossômicos como a fórmula cariotípica, padrões de 

bandamentos, mapeamento de sítios de DNAs repetitivos são ferramentas citotaxonômicas 

importantes, úteis na identificação e na validação de diversas espécies. Por exemplo, Parodon 

nasus e Parodon tortuosus, duas espécies da família Parodontidae, inicialmente consideradas 

espécies distintas, foram posteriormente colocadas em sinonímia, o que foi plenamente 

corroborado por marcadores citogenéticos (Bellafronte et al., 2005). Em contrapartida, esses 

marcadores também corroboraram a separação das espécies Gymnotus sylvius e Gymnotus 

carapo, da família Gymnotidae (Bellafronte, 2009). 

O presente trabalho teve como objetivo a análise cariotípica e a busca de marcadores 

cromossômicos em H. intermedius e H. aimara, duas espécies do grupo H. lacerdae, procurando 

evidências adicionais sobre a evolução cariotípica nesse grupo da família Erythrinidae. 
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Materiais e Métodos 

Nove espécimes (sete machos e duas fêmeas) de H. aimara provenientes de afluentes do 

rio Arinos – MT (bacia Amazônica) e nove espécimes de H. intermedius (seis machos e três 

fêmeas) provenientes do ribeirão das Araras – MG (bacia do rio São Francisco) foram 

caracterizados por metodologias de citogenética clássica e molecular.  

Os cromossomos mitóticos foram obtidos a partir de células do rim anterior (Bertollo et 

al. 1978; Foresti et al. 1993) e classificados em metacênticos (m) e submetacêntricos (sm), de 

acordo com a relação de braços (Levan et al. 1964). A distribuição da heterocromatina C-

positiva foi analisada conforme Sumner (1972), com algumas modificaçoes (Lui et al. 2009) e as 

regiões organizadoras de nucléolos (Ag-NORs) foram obtidas conforme Howell & Black (1980). 

A ocorrência de sítios cromossômicos ricos em GC ou AT foram evidenciadas pelos 

fluorocromos base-específicos Cromomicina A3 e DAPI, respectivamente, segundo Schmid 

(1980). Hibridações in situ fluorescentes (FISH) foram desenvolvidas conforme Pinkel et al. 

(1986), utilizando sondas de rDNA 18S (Hatanaka & Galetti Jr 2004),  rDNA 5S (Martins & 

Galetti Jr 1999) e fração de DNA repetitivos de ambas as espécies obtidas a partir da cinética de 

reassociação baseado no DNA Cot-1. A fração do DNA repetitivo Cot-1 foi obtido conforme 

Wei et al. (2005) e adaptações propostas por Vicari et al. (in press).  As sondas de rDNA 18S e 

fração de DNA repetitivo Cot-1 de H. intermedius (aqui denominada de sonda Cot total  

intermedius)  foram marcadas com biotina-16-dUTP por nick translation segundo as instruções 

do fabricante (Biotin Nick Translation mix – Roche). Por sua vez, as sondas de rDNA 5S e 

fração de DNA repetitivo Cot-1de H. aimara (aqui denominada de sonda Cot total aimara) 

foram marcadas por nick translation com digoxigenina 11- dUTP segundo as instruções do 

fabricante (Dig Nick translation mix – Roche). Os cromossomos foram analisados em 

microscópio de epifluorescência Olympus BX50. Para a captura das imagens foi utilizado o 

software Image-Pro Plus versão 6.3 (Media Cybernetics). 
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Resultados  

 
Em ambas as espécies, a clivagem do DNA total resultou em bandas de 100-2000 pb, 

enquanto a fração DNA Cot-1, tanto de H. aimara e H. intermedius (passível de hibridização), 

resultou em fragmentos variando de 100-200 pb (Fig.1)  

 

Hoplias intermedius 

 Os exemplares de H. intermedius apresentaram 2n=50 cromossomos (20m + 30sm), 

NF=100, tanto em machos como em fêmeas, sem cromossomos sexuais diferenciados (Fig. 2a). 

O bandamento C evidenciou heterocromatina localizada preferencialmente em regiões 

pericentroméricas de quase todos os cromossomos, juntamente com algumas bandas em posição 

terminal (Fig.2b). A coloração com nitrato de prata evidenciou apenas um único par de regiões 

organizadoras do nucléolo ativas (Ag-NORs), situadas intersticialmente nos braços longos do par 

submetacêntrico nº 17, na região proximal (Fig.2, in box). A coloração com CMA3 identificou 

oito grandes sítios cromossômicos positivos, ricos em pares de bases GC, na região proximal ao 

centrômero, os quais correspondem a sítios negativos na coloração com DAPI (Fig.3). A 

hibridização in situ evidenciou sítios de rDNA 5S na região proximal nos braços longos do par 

submetacêntrico nº 19. Apenas o par cromossômico nº 17 apresentou sítios de rDNA 18S, 

localizados na região correspondente às Ag-NORs (Fig.4). A FISH com sonda Cot total 

intermedius evidenciou sítios fortemente marcados na região centromérica de praticamente todos 

os cromossomos, com exceção dos pares 18 e 20 que apresentaram sinal quase inexistente. Em 

contrapartida, a FISH com sonda Cot total aimara não evidenciou nenhum sinal positivo nos 

cromossomos de H. intermedius (Fig.5). 
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Hoplias aimara 

O número diplóide encontrado para os exemplares de H. aimara foi de 50 cromossomos 

(20m + 30 sm), igualmente sem sistema de cromossomos sexuais diferenciados (Fig. 2a). A 

heterocromatina também se mostrou preferencialmente localizada na posição pericentromérica 

de quase todos os pares cromossômicos, sendo que alguns pares (principalmente o primeiro par 

submetacêntrico) apresentaram bandas pálidas na região terminal do braço longo (Fig. 2b). 

Somente um sítio de Ag-NOR foi constatado, na posição pericentromérica do par 

submetacêntrico no 13 (Fig.2, in box). A coloração com fluorocromo base-específico CMA3 

evidenciou somente um sítio positivo, GC rico, na região pericentromérica de um cromossomo 

metacêntrico pequeno (par 4), o qual se apresentou negativamente corado por DAPI (Fig.3). A 

FISH com sonda de rDNA 18S evidenciou, além do sítio de NOR mostrado pela prata, um sítio 

adicional na posição pericentromérica de um metacêntrico pequeno (par 4), correspondente ao 

sítio GC-rico alí localizado. A hibridização com sonda de rDNA 5S evidenciou somente um sítio 

localizado na regiao pericentromérica do par cromossômico 20 (Fig.4). A FISH com sonda Cot 

total aimara  evidenciou marcações na região pericentromérica dos pares matacêntricos1, 3, 4, 5, 

9, 10 e submetacêntricos 11, 12, 13, 14, 15, 17 e 18.  A FISH com sonda Cot total intermedius 

evidenciou 14 marcações em regiões pericentroméricas dos pares cromossômicos 1, 3, 4, 5, 9, 10 

e 16. A dupla FISH com sonda Cot total intermedius e Cot total aimara evidenciou que esses 

sítios são co-localizados nos pares 1, 3, 4, 9, e 10, enquanto que os pares 6 e 16 apresentam 

apenas sinais Cot total intermedius e os pares cromossômicos 5, 11, 12, 13, 14, 15, 17 e 18 

apresentam apenas sinais Cot total aimara (Fig.5). 

 

Discussão 

As duas espécies estudadas, H. intermedius e H. aimara, apresentaram 2n=50 

cromossomos, tanto em machos quanto em fêmeas, sem a presença de cromossomos sexuais 
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heteromórficos (Fig.2a), mostrando uma conservação na macroestrutura cariotípica, conforme já 

observado para outras espécies/populações do grupo H. lacerdae, corroborando assim os 

resultados anteriormente obtidos (Morelli et al., 2007). Entretanto, algumas diferenças 

específicas podem ser também obervadas em relação aos cromossomos dos primeiros pares 

metacêntricos e submetacêntricos de ambas as espécies. Em H. intermedius o par 1 é 

consideravelmente maior quando comparado com o par no 2, porém em H. aimara essa diferença 

de tamanho não foi observada. Em contrapartida, há uma homegeneidade mais acentuada com 

relação aos primeiros pares submetacêntricos (pares 11 e 12) em H. intermedius já em H. aimara 

o par no 11 apresenta-se bem maior do que o subseqüente par 12. 

As Ag-NORs não se mostraram bons marcadores específicos em relação ao número e sua 

posição, uma vez que nas duas espécies, apenas um sítio foi identificado na posição proximal no 

braço longo do cromossomo portador. Contudo, a distribuição deste sítio mostrou-se distinta 

entre as duas espécies, ocorrendo no par 17 em H. intermedius e no par 13 em H. aimara. 

Entretanto, é possível que esta diferença seja apenas conseqüência do arranjo dos cromossomos 

nos cariótipos, visto que os dois pares cromossômicos são bastante similares, tanto em relação ao 

tamanho, morfologia e posição das Ag-RONs.  (Fig. 2, in box).  

Por outro lado, a distribuição dos sítios de rDNA 18S se mostrou um marcador 

citotaxonômico bem mais específico. De fato, H. intermedius apresentou somente um par 

cromossômico portador desse marcador coincidente com a Ag-NOR, enquanto que H. aimara 

apresentou dois pares de cromossomos portadores dessa classe de DNA, um deles também 

coincidente com a Ag-NOR e o outro localizado em um metacêntrico pequeno (Fig.4). Segundo 

Almeida-Toledo & Foresti (1985) o carater NOR simples pode ser considerado ancestral em 

relação às NORs múltiplas nos peixes Neotropicais, o que conferiria à H. aimara uma condição 

mais derivada em relação a essa característica. 
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Em ambas as espécies a heterocromatina C-positiva mostrou-se alocada 

preferencialmente na posição pericentromérica. Entretanto, em H. intermedius são bem 

evidenciados alguns blocos heterocromáticos conspícuos, não observados no cariótipo de H. 

aimara. Característicamente, todos esses sítios mostraram-se GC-ricos, ou seja, positivos após a 

coloração com CMA3, corroborando os dados anteriormente obtidos por Morelli et al. (2007). 

Assim sendo, em H. intermedius podem ser destacadas duas classes distintas de heterocromatina: 

uma GC-rica, exclusiva desses sítios heterocromáticos conspícuos e a outra que não se destaca 

após a coloração com a CMA3, pericentromérica, encontrada na maioria dos cromossomos. É 

pertinente ressaltar que em H. malabaricus, do rio Iguaçu, foi também observada a ocorrência 

das duas classes de heterocromatina (Vicari et al., 2006), indicando ser uma característica que 

pode estar difundida entre distintas espécies do gênero Hoplias. Já é conhecido que regiões 

organizadoras de nucléolo GC-ricas são comumente encontradas em peixes (Mayr et al. 1985; 

Schimid & Guttenbach 1988; Phillips & Hartley, 1988; Sola et al., 1992, Vicari et al., 2006; Lui 

et al., 2009). De fato, em H. intermedius o sítio de Ag-NOR é também GC-rico. Entretanto, 

curiosamenente, em H. aimara o único sitio CMA3+ (GC-rico) é o correspondente ao sitio 

adicional e não ativo de rDNA 18S. Desta forma, a coloração com fluorocromo base-específico 

Cromomicina A3 evidenciou-se um excelente marcador cromossômico para H. intermedius e H. 

aimara, visto que o número de sítios GC-ricos e suas eventuais correspondências com NORs são 

diferenciais para cada uma dessas espécies (Fig.3). 

A localização do rDNA 5S vem se mostrando bastante conservada na maioria das 

famílias de peixes Neotropicais. Porém, em algumas famílias este marcador se apresenta variável 

sendo, desta forma, importante em estudos de evolução cromossômica. Assim, por exemplo, 

entre os peixes eritrinideos os sítios de rDNA 5S apresentam variação dentro e entre cariomorfos 

do grupo H. malabaricus (Ferreira et al. 2007, Cioffi et al. 2009, Blanco et al. 2010), como 

também entre populações de Hoplerythrinus unitaeniatus (Diniz & Bertollo 2003). Em 
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contrapartida, nas duas espécies ora estudadas esses sítios encontram-se presentes em pares de 

cromossomos correspondentes e, praticamente, na mesma posição (Fig.4).  

É sabido que os DNA satélites apresentam uma grande dinâmica evolutiva (Wichman et 

al., 1991) e que sua mobilidade, amplificação e potencial para acumular mutações exercem um 

importante papel na evolução cariotípica, principalmente quando essas seqüências são espécie 

específicas e/ou cromossomo especificas (Ugarkovic & Plohl, 2002), sendo importantes 

ferramentas em estudos microevolutivos e filogenéticos (Pons et al., 2002; Pons & Gillespie, 

2003; Kantek et al., 2009). A FISH com ambas as sondas de Cot-1 DNA revelou que essas 

frações repetitivas apresentam-se alocadas preferencialmente na região centromérica dos 

cromossomos, em ambas as espécies. A hibridização in situ com sonda de DNA Cot total 

intermedius apresentou marcação em quase todos os cromossomos desta mesma espécie. Alguns 

poucos cromossomos apresentaram-se marcados quando foi realizada a hibridização cruzada 

desta sonda em H. aimara. Por sua vez, a FISH com sonda de DNA Cot total aimara também 

evidenciou marcações centroméricas em quase todos os cromossomos desta espécie. Entretanto, 

a hibridização cruzada em H. intermedius não evidenciou nenhum sitio detectável pela FISH 

(Fig.5). É provável que a fração repetitiva que é exclusiva do genoma de H. aimara, que pode ter 

surgido pelo acúmulo de mutações no DNA repetitivo, possa corresponder a um caráter 

apomórfico dessa espécie. Desta forma, H. intermedius poderia estar mantendo fixada em seu 

genoma uma fração repetitiva mais próxima àquela do seu ancestral, a qual estaria presente, 

numa menor escala, no genoma de H. aimara.   

Segundo Potter (1997), uma bacia nunca terá uma exata datação, pois diferentes trechos 

de um rio pertencente a essa bacia provavelmente tenham idades distintas. Segundo o mesmo 

autor, a datação de um rio pode estar relacionada ao ultimo grande evento tectônico ou glacial 

que ocorreu no sistema de drenagem no qual ele está inserido. A bacia Amazônica e a do São 

Francisco estão situadas sobre regiões cratônicas, ou seja, sobre porções antigas da crosta 
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continental que se mantiveram relativamente estáveis, sofrendo pouca ação dos processos 

tectônicos ao longo da formação dos continentes (Ribeiro, 2006; Alkimim, 2004). A colisão do 

cráton amazônico com o restante do Brasil originou uma cadeia montanhosa mais nova do que as 

do cráton de São Fancisco (Cordani et al.,2000). Assim, considerando que tais formações 

rochosas são as responsáveis pela formação das nascentes da maioria dos rios brasileiros, 

podemos considerar que a bacia Amazônica apresenta uma origem mais recente quando 

comparada com a bacia do São Francisco. O fato de que H. aimara se encontra distribuída na 

bacia Amazônica, enquanto H. intermedius se encontra na drenagem do rio São Francisco/Alto 

Paraná, confirma a hipótese anteriormente proposta de que alguns marcadores citogenéticos de 

H. aimara, principalmente os relacionados à fração repetitiva do genoma, sejam considerados 

derivados quando comparados com os de H. intermedius. Considerando que as bacias do rio São 

Francisco e Amazônica apresentam uma evolução tectônica distinta e intrínseca, provavelmente 

houve a possibilidade da divergência dessas espécies por alopatria. Desta forma, a análise dessa 

fração repetitiva do genoma corrobora com a identificação dessas espécies embasada em 

caracteres morfológicos. 

Os dados obtidos no presente trabalho corroboram com as considerações de Morelli et al. 

(2007), sugerindo que a conservação na macroestrutura cariotípica do grupo H. lacerdae vai de 

confronto com o caminho evolutivo seguido pelas outras espécies e gêneros de Erythrinidae 

onde, via de regra, é constatada uma grande diversidade cariotípica, mesmo em nível de análises 

cromossômicas clássicas, como exemplificado em H. malabaricus (Bertollo et al. 2000),  em 

Hoplerythrinus unitaeniatus, (Giuliano-Caetano & Bertollo, 1988; Diniz & Bertollo, 2003) e em 

Erythrinus erythrinus (Bertollo et al., 2004). Considerando a conservação cromossômica dos 

trairões e o seu número diplóide mais elevado, comparativamente à grande diversidade 

cromossômica e ao número diplóide menor presente no grupo H. malabaricus, o grupo H. 

lacerdae pode provavelmente representar um grupo mais basal dentro do gênero Hoplias. 
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Apesar de uma macroestrutura cariotípica conservada, a utilização de metodologias de 

citogenética molecular, como a coloração com fluorocromos base-específicos (CMA3, DAPI) e o 

mapeamento físico de seqüências repetitivas através de FISH (rDNA 18S e Cot-1 DNA), 

evidenciou a diversidade presente em H. intermedius e H. aimara. Assim sendo, a 

homogeneidade macroestrutural estaria sendo contornada por processos microevolutivos, 

principalmente relacionados à fração repetitiva do genoma que parece escapar da pressão 

seletiva que age na fração restante do genoma, possibilitando um aumento da variabilidade 

genética entre as espécies. 
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Figura 1. Obtenção do DNA Cot-1 de H. aimara e H. intermedius. (M) Marcador Low mass; (1) DNA genômico 

de H. intermedius e (2) de H. aimara.; (3) DNA genômico de H. intermedius e (4) de H. aimara após serem 

autoclavados por 5 minutos; (5) DNA Cot-1 de H. intermedius e (6) de H. aimara. 
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Figura 2. Cariótipos das espécies analisadas. (a) Coloraçao convencional por Giemsa, (b) Bandamento C e Ag-

NOR in Box. Barra = 5 µm. 
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Figura 3. Metáfases de H.  aimara (a, b) e H.  intermediu (c, d). Coloração com fluorocromo DAPI (a, c) e CMA3 

(b, d). As setas indicam sitos CG ricos em (b) e (d), confirmados negativamente em (a) e (c). 

 

 
Figura 4. Cariótipo de Hoplias intermedius e Hoplias aimara após hibridização in situ fluorescente (FISH) com 

sonda de rDNA 18S (sinal verde) e rDNA 5S (sinal vermelho). Barra = 5 µm. 
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Figura 5. Cariótipo de Hoplias intermedius e Hoplias aimara após hibridização in situ fluorescente (FISH) com 

sonda de DNA Cot-1 intermedius (sinal verde) e DNA Cot-1 aimara (sinal vermelho). Os sinais amarelos 

correspondem a regiões que apresentam sobreposição das duas frações repetitivas (pares 1, 3, 4, 9 e 10). Barra = 5 

µm. 
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6. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

No presente trabalho, diferentes populações de peixes do gênero Hoplias, provenientes das 

bacias dos rios São Francisco, Alto Paraná, Araguaia/Tocantins e Xingu, foram caracterizadas 

por metodologias de citogenética clássica (coloração convencional por Giemsa, bandamento C e 

coloração com nitrato de prata – Ag-NOR) e molecular (dupla coloração com fluorocromos 

base-específicos: CMA3/DAPI e hidridização in situ com sondas de rDNA 5S, rDNA 18S e 

DNA satélite 5SHindIII e DNA Cot-1). Considerando os dados obtidos, é possível delinear 

algumas considerações sobre a distribuição, diversidade e evolução cariotípica nos grupos H. 

malabaricus e H. lacerdae. 

Na região de transposição do rio Piumhi, da bacia do Alto Paraná para a bacia do São 

Francisco (MG), foram analisadas oito populações do grupo H. malabaricus, todas pertencentes 

ao cariomorfo A (2n=42 cromossomos). Em contrapartida, todos os exemplares analisados da 

região de Três Marias, foram pertencentes ao cariomorfo F (2n=40 cromossomos). Ao que tudo 

indica o cariomorfo A, predominante na bacia do Alto Paraná, pode representar uma forma 

invasora da bacia do rio São Francisco, via transposição. Por sua vez, conexões naturais como o 

antigo Pantanal do Cururu, podem ter também permitido o fluxo de peixes entre essas duas 

bacias. Tais conexões poderiam explicar a similaridade citogenética detectada entre os 

exemplares de H. intermedius (grupo H. lacerdae) coletados nas bacias do Alto Paraná e do São 

Francisco.  

Com os dados apresentados do gênero Hoplias, podemos concluir que a quebra de 

barreiras entre bacias hidrográficas, tanto por vias naturais e/ou antrópicas, podem colocar em 

simpatria populações que estavam anteriormente isoladas, alterando a organização hierárquica da 

ictiofauna dessas bacias. 

Considerando que os grupos H. malabaricus e H. lacerdae exibem uma evolução 

cariotípica extremamente diferenciada, os dados citogenéticos obtidos para H. malabaricus 
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(cariomorfos A e F) e para os especimes de H. intermedius, reforçam as diferenças cariotípicas 

significantes entre tais grupos. Os marcadores utilizados permitiram não só uma boa 

caracterização citotaxonômica de cada um desses grupos, assim como a identificação de 

possíveis características derivadas no grupo H. malabaricus. 

Além da grande diversidade cariotípica entre os cariomorfos, pode ser também 

evidenciadas diferenciações dentro de um mesmo cariomorfo. Populações alopátricas do 

cariomorfo A, provenientes das bacias do rio Xingu, Araguaia/Tocantons e São Francisco, 

mostraram especificidades para todos os marcadores utilizados, ao lado de sítios cromossômicos 

conservados entre tais populações. Assim sendo, os marcadores cromossômicos utilizados se 

mostraram adequados para a identificação da biodiversidade entre diferentes populações do 

cariomorfo A, ressaltando a variação genética presente dentro do grupo H. malabaricus. Tais 

diferenças são provavelmente oriundas de uma série de fatores, como a grande distribuição 

geográfica de H. malabaricus e a possibilidade de formarem isolados decorrentes de barreiras 

geográficas. Além disso, suas características ecológicas favoráveis à dispersão e fácil adaptação 

a novos ambientes, podem ter também favorecido a fixação da grande diversidade cariotípica 

existente nesse grupo de peixes.  

Em contrapartida, o grupo H. lacerdae (trairões), agora bem caracterizado pelas 

espécies H. intermedius, H. aimara, H. curupira, H. australis, H. brasiliensis e H. lacerdae, 

evidenciam uma similaridade macrocariotípica, quando comparado com os outros eritrinídeos. 

No presente trabalho foram caracterizados os cariótipos de H. intemedius e H. aimara, através de 

metodologias de citogenética clássica e molecular. Apesar da conservação da macroestrutura 

cariotípica uma analise cromossômica mais refinada, utilizando o mapeamento citogenético dos 

sítios de DNAs ribossômicos e DNA Cot-1 das duas espécies, evidenciou diferenças marcantes 

entre elas no tocante à essa fração repetitiva do genoma. Tais diferenças auxiliam na 

identificação dessas duas espécies do grupo H. lacerdae, permitindo também inferir que H. 
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aimara apresenta algumas características derivadas no seu genoma, como a presença de uma 

fração de DNA repetitivo exclusiva e sítios múltiplos de rDNA 18S. 

Em conclusão, os dados ora obtidos mostraram-se de importância para a caracterização 

da diversidade, evolução e dispersão de espécies do gênero Hoplias. Foram particularmente de 

interesse no tocante à problemática associada à transposição do rio Piumhi e à caracterização de 

espécies do grupo H. lacerdae, onde os dados existentes, embora elucidativos, ainda se mostram 

escassos comparativamente aos já disponíveis no grupo H. malabaricus.  
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Abstract Karyotypic analyses were performed in

fishes from the genus Hoplias (H. malabaricus and

H. lacerdae groups) from the São Francisco River

basin (Brazil), in an impacted region by a river

transposition which altered the local ecology and fish

fauna. The karyotypes were investigated using chro-

mosomal markers obtained from classic and molec-

ular cytogenetics (Giemsa, CMA3 and DAPI staining,

C-banding, Ag-NORs, and FISH with 18S rDNA, 5S

rDNA and 5SHindIII satellite DNA probes). Two

karyotypic forms were found for the H. malabaricus

group—karyomorph F, corresponding to the native

form from the São Francisco River basin, and

karyomorph A, corresponding to the invading form

from the Upper Paraná River basin. Specimens from

the H. lacerdae group exhibited striking chromosome

differences in relation to the H. malabaricus group,

thereby enabling good cytotaxonomic characteriza-

tion and inferences regarding the karyotype evolution

of these groups.

Keywords H. malabaricus � H. lacerdae �
Karyotypes � Cytotaxonomy � Biological invasion

Introduction

The Furnas Hydroelectric Plant was the first large

power plant constructed in Brazil and was part of a

project to solve the energy crisis that threatened the

three largest socioeconomic centers of the country

(São Paulo, Rio de Janeiro and Belo Horizonte) in the

mid 1950s (Moreira-Filho and Buckup 2005). Its

construction on Grande River, in the Upper Paraná

River basin (between the cities of São José da Barra

and São João Batista in the countryside of the state of

Minas Gerais), was of fundamental importance to the

development of the central-western region at the

time. However, upon closing the gates of the dam for

the formation of the Furnas reservoir, the volume of

water would have flooded part of the city of

Capitólio. In order to avoid this problem, a dike

was built near the city to contain the water from the

Furnas reservoir and it was necessary to dam

the waters of the Piumhi River—a former tributary

of the right bank of Grande River (Upper Paraná

River basin), as well as to divert the course of that

river to the São Francisco River basin (Moreira-Filho

and Buckup 2005; Moreira-Filho 2006) (Fig. 1).

As a consequence of this transposition, the fish

fauna of the Piumhi River and its tributaries, which
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Departamento de Genética e Evolução,

UFSCar—Universidade Federal de São Carlos,

São Carlos, SP, Brazil

e-mail: bertollo@ufscar.br

D. Diniz

Instituto de Biociências, Departamento de Morfologia,

UNESP—Universidade Estadual Paulista, Botucatu, SP,

Brazil

123

Rev Fish Biol Fisheries

DOI 10.1007/s11160-009-9116-3



represent part of the fish species of the Grande River

basin, were transferred to the São Francisco River

basin, causing a mixture of previously isolated fish

faunas (Moreira-Filho 2006). Representatives from

the family Erythrinidae are among the groups of fish

that may have experienced severe impact from this

anthropogenic action. This family is made up of three

genera: Hoplerythrinus, Erythrinus and Hoplias,

which have broad geographic distribution. Based on

morphological data, Brazil has eight species from this

family, five of which belonging to the genus Hoplias

(Oyakawa and Netto-Ferreira 2007). Hoplias is the

most widespread genus in South América, with

two large groups in southeastern Brazil: H. mala-

baricus and H. lacerdae. Although H. lacerdae and

H. malabaricus are morphologically similar, there are

some evident differences among them. In H. mala-

baricus, for example, the teeth lines of the gular

region are convergents in the anterior region, with a

‘‘V’’ shape, while in H. lacerdae these lines are

almost parallel. In addition, these groups exhibit

striking differences in both the number and morphol-

ogy of the chromosomes, useful for evolutionary and

cytotaxomonomic studies (Bertollo et al. 2000;

Giuliano-Caetano et al. 2001; Diniz and Bertollo

2003).

According to Bertollo et al. (2000), H. malabari-

cus constitutes a species complex due to its conspic-

uous karyotype diversity. Seven karyotype forms—or

karyomorphs (A through G)—are clearly identified

based on the diploid number, chromosome morphol-

ogy and sex chromosome systems. While some

karyomorphs have wide geographic distribution in

different hydrographic basins throughout South

América, others are endemic, even occurring in

sympatric conditions without detection of hybrid

forms (Table 1). Contrarily, representatives from the

H. lacerdae group exhibit a more conserved karyo-

type evolution—at least among the specimens ana-

lyzed thus far—and have a diploid number of

2n = 50 meta-submetacentric chromosomes, with

no differentiated sex chromosome systems (Bertollo

et al. 1978; Bertollo and Moreira-Filho 1983; Morelli

et al. 2007).

The aim of the present study was to employ classic

and molecular cytogenetic procedures in order to

characterize representatives from the H. malabaricus

and H. lacerdae groups in the transposition region of

the Piumhi River. The results enable inferences

regarding the consequences of this transposition on

the current composition of regional fish fauna of the

São Francisco River basin.

Fig. 1 Location of

Brazilian sampling sites.

a Minas Gerais State,

b Transposition region

of the Piumhi River
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Materials and methods

Specimens from the genus Hoplias, pertaining to the

lacerdae and malabaricus groups, were collected

from different places (Furnas Dam, Patos, Minhocas,

Araras, Almas, Confusão, Jorça and Água Limpa

streams) located in the transposition region of the

Piumhi River, totaling 42 specimens (Fig. 1). Nine

specimens were representatives of the lacerdae group

(six males and three females) and 33 were represen-

tatives of the malabaricus group (20 males and 13

females). Furthermore, eighteen specimens from the

malabaricus group (four males and 14 females) were

also collected from the Três Marias Dam (Minas

Gerais).

Mitototic chromosomes were obtained from cells

of the anterior kidney (Bertollo et al. 1978) and

classified as metacentic (m) or submetacentric (sm),

depending on the arm relationship (Levan et al.

1964). The distribution of C-positive heterochromatin

and nucleolar organizer regions (Ag-NORs) were

analyzed based on the procedures described by

Sumner (1972) with some modifications (Lui et al.

2009) and Howell and Black (1980), respectively,

using the same metaphases previously stained with

Giemsa (sequential analysis). The occurrence of GC-

rich or AT-rich chromosome sites was investigated

using the base-specific fluorochromes Chromomycin

A3 and DAPI, respectively, following the procedures

described by Schmid (1980). Fluorescent in situ

hybridization (FISH) was carried out according to

Pinkel et al. (1986), using 18S rDNA (Hatanaka and

Galetti 2004), 5S rDNA (Martins and Galetti 1999)

and 5SHindIII satellite DNA (Martins et al. 2006)

probes. The probes were labeled with biotin-14-dATP

by nick translation, following the manufacturer’s

instructions (Bionick Labeling System—Invitrogen).

The chromosomes were analyzed in an epifluoresence

microscope (Olympus BX50). The Image-Pro Plus

version 6.3 software program (Media Cybernetics)

was used for imaging.

Results

Hoplias malabaricus group

Among the 36 specimens analyzed from the mala-

baricus group, 19 pertained to karyomorph A and 17

pertained to karyomorph F, based on the classifica-

tion adopted by Bertollo et al. (2000).

Karyomorph A

All specimens had 2n = 42 chromosomes (22m ?

20sm), FN = 84, in males as well as females, with no

chromosomal heteromorphism related to sex. These

specimens came from Furnas Dam, Minhocas, Almas,

Confusão, Jorça and Patos Strems demonstrating the

predominance of this karyomorph at these sites

(Fig. 1). C-banding showed C-positive heterochroma-

tin located on the pericentromeric regions in most

chromosomes, with some chromosomes also exhibit-

ing terminal bands. Submetacentric pair n8 17 was

clearly noteworthy with a large C-band in the terminal

region of the long arms, coinciding with the nucleolar

organizer region (Ag-NOR). A single fluorescent GC-

rich band was identified in this karyomorph, located in

the pericentromeric region of pair no 16. No AT-rich

bands were found. In situ hybridization showed two

Table 1 Chromosomal characteristics of Hoplias malabaricus karyomorphs, according Bertollo et al. (2000)

Karyomorph 2n Sex chromosome system Geographic distribution

A 42 Not differentiated From Northern to Suthern Brazil, Uruguay and Northern Argentina

B 42 Female: XX; male: XY Vale do Rio Doce (MG State) and first plateau of the Iguaçu

River (PR State)—Brazil

C 40 Not differentiated From northern Brazil to northeastern Argentina

D 39/40 Female: X1X1X2X2; male: X1X2Y Upper Paraná hydrographic basin

E 42 Female : unknown Trombetas River (PA State)—Brazil

F 40 Not differentiated From Surinan to southeastern Brazil (preferential in the oriental

part of the continent)

G 40/41 Female: XX; male: XY1Y2 Amazonian rivers
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chromosome pairs with 5S rDNA sites near to the

centromeres, the metacentric pair n8 10 and the

submetacentric pair n8 13. 18S rDNA sites were

evident in three chromosome pairs—submetacentic

pair n8 17 (in the terminal region of the long arms),

submetacentric pair n8 16 (in the proximal region of the

long arms) and metacentric pair n8 6 (with bi-telomeric

sites, i.e., located in both telomeres) (Fig. 2). The

5SHindIII satellite DNA sites were located in nine

chromosome pairs (metacentric pairs no 1, 5, and 6;

submetacentric pairs no 12, 13, 14, 18, 19 and 21),

always in the centromeric regions (Fig. 3).

Karyomorph F

All specimens had 2n = 40 chromosomes (18m ?

22sm), FN = 80, in both males as well as females,

with no differentiated sex chromosome system; these

specimens came from the Três Marias Dam (Fig. 1).

Heterochromatin was distributed in the pericentro-

meric region of most chromosomes, along with small

terminal bands in some chromosomes of the karyo-

type. Two submetacentric chromosome pairs (n8 12

and n8 17) exhibited terminal Ag-NORs sites in

the long arms. GC-rich regions were prominent in

the terminal region of the long arms in only two

chromosome pairs (submetacentric pairs n8 13 and

Fig. 2 Karyotypes of the specimens analyzed showing a
Giemsa staining; b C-banding; c CMA3 staining; d Ag-NORs;

e 18S rDNA sites; f 5S rDNA sites. Bar = 5 lm

Fig. 3 Hoplias malabaricus karyomorphs A and F showing

the 5SHindIII satellite DNA sites. Bar = 5 lm
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14). No AT-rich bands were found. 5S rDNA sites

were located in the interstitial region of the long arms

in only metacentric pair n8 5. 18S rDNA sites were

identified in four chromosome pairs—in the terminal

region of the long arms of submetacentric pairs n8 11,

12 and 17; and in both terminal regions (bi-telomeric

sites) in metacentric pair n8 3 (Fig. 2). 5SHindIII

satellite DNA was located in the centromeric regions

of 10 chromosome pairs (metacentric pairs n8. 2, 5 and

7; submetacentric pairs n8 10, 11, 14, 15, 17, 19 and

20) (Fig. 3).

Hoplias lacerdae group

The specimens pertaining to this group had 2n = 50

chromosomes (20m ? 30sm), FN = 100, in both

males as well as females; with no differentiated sex

chromosomes; these specimens came from Furnas

Dam, Araras and Água Limpa Streams (Fig. 1). C

banding showed heterochromatin preferentially posi-

tioned in pericentromeric regions in nearly all

chromosomes of the karyotype, as well as some

bands in the terminal position (pair n8 12). Silver

nitrate staining revealed only one pair of active

nucleolar organizer regions, located in the interstitial

region of the long arms in submetacentric pair n8 17,

near the centromere. A greater number of GC-rich

chromosome sites were identified in this group in

comparison to the H. malabaricus group. Prominent

sites were found in the region near the centromere in

pairs no 4, 6, 7 and 13, along with some less

conspicuous sites in pairs no 9, 10 and 23. No AT-rich

regions were found. In situ hybridization revealed 5S

rDNA sites in the long arms of submetacentric pair n8
19, near the centromere. Only chromosome pair n8 17

had 18S rDNA sites, which corresponded to the Ag-

NORs location (Fig. 2). No 5SHindIII satellite DNA

was detected in this species.

Discussion

Karyotype characterization

The specimens of Erythrinidae from the São Fran-

cisco River basin have chromosome characteristics

that fit karyomorphs A and F of the H. malabaricus

group (Bertollo et al. 2000) and the H. lacerdae

group (Morelli et al. 2007). Besides the chromosome

number and macrostructure of the karyotype, a

number of the chromosome markers employed sup-

port this identification (Fig. 2).

In all the karyomorphs of the H. malabaricus

complex, heterochromatin is generally located in the

pericentromeric and terminal region of some chro-

mosome pairs (Dergam and Bertollo 1990; Haaf et al.

1993; Bertollo et al. 1997a, b; Born and Bertollo

2000; Vicari et al. 2005), which was corroborated in

the present study. However, in the specimens from

the H. lacerdae group, heterochromatin was found in

the pericentromeric region in most of the chromo-

somes, with only one pair exhibiting terminal stain-

ing, which can therefore be considered an useful

marker for distinction between the H. malabaricus

and H. lacerdae groups (Fig. 2). In addition, the

location and amount of GC-rich heterochromatic sites

were also relevant for this characterization. Thus,

specimens from H. malabaricus karyomorphs A and

F were differentiated by a single pericentromeric and

two terminal sites, respectively, whereas specimens

from the H. lacerdae group had a greater number of

sites, located in seven chromosome pairs (Fig. 2).

Likewise, the NORs patterns were important

differential markers. In H. malabaricus, two Ag-

NOR sites and a total of six 18S rDNA were found in

karyomorph A, whereas four Ag-NOR sites and ten

18S rDNA sites were found in karyomorph F. On the

other hand, in the H. lacerdae group only two NORs

and 18S rDNA sites were found, located in the long

arms of a single submetacentric pair, near to the

centromeric region (Fig. 2). Although the occurrence

of multiple telomeric NORs is a common character-

istic in the H. malabaricus group, interstitial NORs

are found with less frequency (Bertollo 1996; Born

and Bertollo 2001, 2006 Vicari et al. 2005), as in

other genera of Erythrinidae, such as Hoplerythrinus

(Diniz and Bertollo 2003). In H. lacerdae group,

however, a single pair of NORs with an interstitial

location appear to be the usual pattern for this group.

Consequently, the occurrence of bi-telomeric NORs,

which appears to be a common feature for the

H. malabaricus group, is not found in the H. lacerdae

group. The differences found in the H. malabaricus

karyomorphs regarding the number of Ag-NOR and

18S rDNA sites are certainly due to differential gene

activity between the loci of nucleolar organizer

regions in the karyotype. Multiple NORs are gener-

ally considered a derived characteristic in relation to
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a simple NOR system (Almeida-Toledo and Foresti

1985), thereby allowing the inference that, for this

characteristic, H. malabaricus is a more derived

group than the lacerdae one. In this way, the

occurrence of more than two 18S rDNA sites found

in specimens from the lacerdae group (Morelli et al.

2007) likely stems from a non-specific hybridization

process, thus deserving further investigations.

Regarding 5S rDNA, karyomorph A presented two

pairs of chromosomes bearing such sites, whereas only

one pair of chromosomes was detected in karyomorph

F and in the representative of the H. lacerdae group.

However, the sites were located in an interstitial

position on the long arms of the chromosomes in

karyomorph F, whereas they occurred near the

centromeric region in the H. lacerdae group (Fig. 2).

Ferreira et al. (2007) compared the distribution and

location of 5S rDNA clusters in three karyomorphs (A,

D and F) of the H. malabaricus group, and found

relevant differences among them, indicating that the

number and distribution of 5S rDNA sites are also

good markers for the Erythrinidae fish. The pericen-

tromeric position of the 5S rDNA cluster could be

considered a plesiomorphic condition for the genus

Hoplias (Ferreira et al. 2007), as this site has also been

found to be located in the same position in Hoplery-

thrinus unitaeniatus (Diniz and Bertollo 2003).

Regarding the 5SHindIII satellite DNA family, 18

sites were identified in karyomorph A and 20 sites

were identified in karyomorph F, which corroborates

findings described by Ferreira et al. (2007) for other

populations of these same karyomorphs (Fig. 3). This

repetitive DNA family has distribution restricted to

the centromeric region of a number of chromosomes

and, therefore, may exercise some role in the structure

and/or function of the H. malabaricus centromeres

(Martins et al. 2006). Ferreira et al. (2007) demon-

strated that this DNA family is exclusive to the

H. malabaricus group, which was confirmed in

the present study. No such sequence was found in

the specimens from the H. lacerdae group, as well as

in specimens from the genera Hoplerythrinus and

Erythrinus, suggesting that this satellite DNA family

have originated or were lost after the divergence of

H. malabaricus from the other erythrinid species

(Ferreira et al. 2007).

The H. malabaricus and H. lacerdae groups

exhibit an extremely differentiated karyotype evolu-

tion (Bertollo 2007). The data from the present study

also highlighted significant differences between these

two groups as well as between karyomorphs A and F

of the H. malabaricus group (Figs. 2, 3), allowing

good cytotaxonomic characterizations of such groups,

as well as the identification of possible derived

features for the H. malabaricus group.

Consequences of transposition

The breakage of natural barriers may allow the

contact between previously isolated species. This

event may either be due to natural geomorphological

changes, causing the river transposition from one

basin to another adjacent basin (the headwater

capture event, according Ab’Saber 1957), or due to

artificial changes caused by anthropogenic actions.

Indeed, some species of fish, such as Serrasalmus

marginatus (Agostinho and Júlio 2002), Hoplias

malabaricus—karyomorph C (Pazza and Júlio 2003)

and Gymnotus pantanal (Margarido et al. 2007),

which were once characterized as being from the

Lower Paraná River basin, are now found in symp-

atry with native species of the Upper Paraná River,

following the construction of the Itaipu dam.

The Piumhi River is a notable example of artificial

connection between different hydrographic basins, as

the entire fish fauna of this river was transposed to the

São Francisco River basin (Moreira-Filho and Buck-

up 2005) (Fig. 1). In the same region prior to the

transposition, however, there may have a natural

connection also playing an important role in the

mixture of the fish fauna, although on a lesser scale

when compared to the transposition of the Piumhi

River. This hypothesis is supported by an analysis of

old local maps, on which one can see that the springs

of some tributaries on the left bank of the Piumhi

River, as well as the former Cururu wetland, are

located at similar altitudes (*800 m) with a short

distance (400 m–1 km) from tributaries on the right

bank of the São Francisco River, in the same region.

Thus, it is likely that connections occurred between

the waters of the Grande River basin and those of the

São Francisco through the Cururu wetland during

floods, representing a likely natural migratory route

for fish.

Based on previously available data, karyomorph A

of the H. malabaricus group has a broad geographic

distribution from northern to southern Brazil, includ-

ing the Grande River basin, and reaching Uruguay and
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Argentina (Bertollo et al. 2000). Fish from the São

Francisco River basin have been intensely studied

over the last 20 years with regard to cytogenetics.

Throughout this time, only three specimens of

karyomorph A have been identified for this basin,

from the Três Marias region, where karyomorph F

represents the native form (Bertollo et al. 2000). In the

present study, only populations of karyomorph A were

identified in the transposition region of the Piumhi

River, in streams, lagoons and the main river channel.

No specimens from karyomorph F were found in this

region. Thus, considering that karyomorph A is

frequently found in Grande River and the transposi-

tion region of the Piumhi River, it can be concluded

that this karyomorph may represent an invading form

in the São Francisco River basin, having been

dispersed as far as the Três Marias region.

Field observations have evidenced that specimens

of the karyomorph A is more aggressive than

specimens of the karyomorph F. This may have

favored the expansion of this invasive form and the

consequent displacement of karyomorph F, with the

former invading the habitat previously occupied by

the latter form. However, ecological and behavioral

studies, associated to cytogenetic data, are needed to

demonstrate possible competition between these

karyomorphs.

Classical and molecular cytogenetic data on the H.

lacerdae group demonstrate that the specimens from

the Grande River and the transposition region of the

Piumhi River have the same karyotypic form. Thus, it

is possible that natural connections—such as those in

the former Cururu wetland—have enabled the dis-

persion of specimens from this group in both the

Upper Paraná River and São Francisco River basins.

This species was only collected from oxygen-rich and

crystalline running waters, unlike H. malabaricus,

which was collected from lagoons and backwaters of

the transposition canals. According to Rantin et al.

(1992), H. lacerdae requires a greater amount of

oxygen than H. malabaricus and other genera of Ery-

thrinidae. This indicates that the occurrence of

H. lacerdae in the São Francisco River basin

(transposition region), without competition with the

H. malabaricus karyomorphs, may be related to the

different habitats that they live. Godoy (1975) also

reports that H. lacerdae and H. malabaricus are

ecologically distinct, despite being morphologically

similar, which corroborates our hypothesis.

The present study, with basis on the genus Hoplias

data, indicates that the breakage of the natural barrier

between the Grande River and São Francisco River

basins (represented by the transposition of the Piumhi

River and the probable natural connection between

these two hydrographic basins) promoted a probable

change in the hierarchy organization of the fish fauna

of the Upper São Francisco River.
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