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RESUMO 

A região Neotropical é considerada única dentre outros ecossistemas terrestres, 
abrigando alta diversidade de táxons, incluindo peixes. Dentre as famílias de peixes 
continentais presentes na região, a família Erythrinidae destaca-se por seu 
endemismo na América do Sul e Central, com ampla distribuição por bacias 
brasileiras, e sendo representadas por três gêneros, entre eles o Hoplias Gill (1903). 
O gênero Hoplias abrange dois grandes grupos, H. malabaricus Bloch, 1794 e H. 
lacerdae Miranda, 1908. H. malabaricus, abriga diversas espécies, como: H. 
malabaricus, H. mbigua, H. missioneira, entre outras presentes na área do Alto 
Paraná. Além de constituir um complexo de espécies, com a presença de 7 
cariomorfos, identificados pelo distinto número diploide. Análises citogenéticas 
clássicas (Coloração por Giemsa e Bandamento C) e moleculares (mapeamento físico 
de sequências ribossomais repetitivas por Hibridização in situ fluorescente - FISH) 
foram realizadas, afim de identificar os possíveis cariomorfos e o padrão de 
distribuição desses DNAs repetitivos, presentes na área de influência do Lago de 
Itaipu no município de Santa Helena-PR. Foram analisados 16 exemplares, 6 
apresentaram 2n=40 cromossomos (14m + 26sm, NF = 80) e 7 exemplares 
apresentaram 2n=42 cromossomos (22m + 20sm, NF = 84) caracterizando, assim, 
como pertencentes aos cariomorfos C e A, respectivamente. Assim, foram 
selecionados os três melhores (qualidade/quantidade de metáfases) espécimes 
analisados, sendo 2 indivíduos caracterizados pelo cariomorfo C (1 macho e 1 fêmea) 
e 1 indivíduo do cariomorfo A (macho). Foram evidenciadas, a partir do Bandeamento 
C regiões heterocromáticas presentes na região pericentromérica na maioria dos 
cromossomos, independentemente do citótipo. A FISH com sondas de rDNA 5S e 
rDNA 18S foi realizada nos 3 melhores indivíduos, e evidenciou diferenças 
significativas entre os exemplares analisados. Destaca-se a ausência de marcação 
bitelomérica em um dos cromossomos do par 13, somente na fêmea do cariomorfo C, 
podendo, assim, indicar um polimorfismo, independente do sexo. Para as análises 
cromossômicas clássicas: as informações obtidas neste estudo são semelhantes às 
apresentadas em outras literaturas. E reforça a presença dos citótipos A e C na região 
do Lago de Itaipu. 

Palavras-chave: citogenética; Hoplias; “Traira”; FISH. 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 



 

ABSTRACT 

The Neotropical region is considered unique among other terrestrial ecosystems, 
harboring a high diversity of taxa, including fish. Among the continental fish families 
present in the region, the Erythrinidae family stands out for its endemism in South and 
Central America, with a wide distribution in Brazilian basins, and being represented by 
three genera, among them Hoplias Gill (1903). The genus Hoplias encompasses two 
large groups, H. malabaricus Bloch, 1794 and H. lacerdae Miranda, 1908. H. 
malabaricus includes several species, such as: H. malabaricus, H. mbigua, H. 
missioneira, among others present in the area of Upper Paraná. In addition to 
constituting a complex of species, with the presence of 7 karyomorphs, identified by 
the distinct diploid number. Classical (Giemsa staining and C-banding) and molecular 
(physical mapping of repetitive ribosomal sequences by fluorescent in situ 
hybridization - FISH) cytogenetic analyzes were performed in order to identify possible 
karyomorphs and the distribution pattern of these repetitive DNAs, present in the area 
of influence of Lake Itaipu in the municipality of Santa Helena-PR. Sixteen specimens 
were analyzed, 6 approved 2n=40 chromosomes (14m + 26sm, NF = 80) and 7 
approved specimens 2n=42 chromosomes (22m + 20sm, NF = 84) thus characterizing 
as belonging to karyomorphs C and A , respectively . Thus, the three best 
(quality/quantity of metaphases) analyzed specimens were selected, with 2 individuals 
characterized by the karyomorph C (1 male and 1 female) and 1 individual of the 
karyomorph A (male). From the C-Banding, heterochromatic regions present in the 
pericentromeric region were evidenced in most chromosomes, regardless of the 
cytotype. FISH with 5S rDNA and 18S rDNA probes was performed in the 3 best 
individuals, and showed conversion between the diagnosed specimens. The absence 
of bitlomeric marking in one of the chromosomes of pair 13, only in the female of 
karyomorph C, stands out, thus being able to indicate a polymorphism, regardless of 
sex. For classic chromosomal analyses: the information advanced in this study is 
similar to that approved in other literature. And reinforce the presence of cytotypes A 
and C in the region of Lake Itaipu. 
 
Keywords: citogenetic; Hoplias; “Thraira”; FISH. 
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1 INTRODUÇÃO GERAL 

A região Neotropical é considerada única dentre outros diversos ecossistemas 

continentais terrestres, pois abriga alta diversidade de peixes continentais e de outros 

táxons como angiospermas, lepidópteros, coleópteros, mamíferos, aves, répteis, 

crustáceos decápodes, moluscos e insetos (REIS et al., 2016; ALBERT, 2020). 

No que se refere aos peixes, Characiformes é uma das ordens com maior 

diversidade, com representantes em bacias hidrográficas da América do Sul, Central, 

África, e na maioria das bacias hidrográficas brasileiras (BAUMGARTNER et al., 2012; 

OTA, et al. 2018). A ordem é caracterizada pela presença de peixes de escamas 

cicloides e nadadeiras pélvicas abdominais (BAUMGARTNER et al., 2012). 

Dentre os gêneros alocados em Characiformes, podemos destacar Hoplias 

pela sua ampla distribuição geográfica, abundância e complexidade taxonômica. 

Dentre as espécies pertencentes à Hoplias, a mais estudada citogeneticamente é 

Hoplias malabaricus Bloch, 1794 (BERTOLLO, 2000). Segundo Scavonne et al. 

(1994) e Bertollo (1996) os dados citogenéticos suportam a ideia de que Hoplias 

malabaricus não corresponderia apenas a uma única unidade taxonômica, mas sim a 

um complexo de espécies, com grande diversificação cariotípica. Dentro desta 

diversificação, Bertollo (2000) afirma a ocorrência de 7 cariomorfos encontrados, 

denominados alfabeticamente do A ao G, com diferenças encontradas no número 

diploide para cada uma delas, além da ocorrência de sistema de cromossomos 

sexuais para alguns dos cariomorfos encontrados. 

Até o presente momento já foram descritos para a bacia do alto rio Paraná os 

cariomorfos A (2n=42 cromossomos, sem a ocorrência de um sistema de 

cromossomos sexuais heteromórficos), C (2n=40 cromossomos, sem a ocorrência de 

sistema de cromossomos sexuais heteromórficos) e D (2n=40 para fêmeas e 2n=39 

para machos, diferença oriunda da presença de sistema de cromossomos sexuais 

X1X1X2X2 / X1X2Y) (BERTOLLO et al., 1996; PAZZA; JUNIOR, 2003). 

Considerando o exposto, aliado à inexistência de dados relacionados à 

caracterização cromossômica de exemplares do grupo Hoplias malabaricus na área 

de influência do lago Itaipu: município de Santa Helena, Paraná (Bacia do Alto 

Paraná), tal levantamento se faz necessário para uma maior compreensão da 

Biodiversidade ictiofaunística local. Adicionalmente, os dados obtidos podem 

contribuir para elucidar questões de ordem evolutiva e taxonômica inerentes ao grupo. 
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2 OBJETIVOS 

2.1 Objetivo Geral 

Considerando a problemática descrita, este projeto teve como objetivo 

analisar cromossomicamente exemplares de Hoplias aff. malabaricus coletados em 

diferentes pontos no município de Santa Helena (PR), para definir quais cariomorfos 

encontram-se presentes. 

 

2.2 Objetivos específicos 

• Coletar exemplares do grupo Hoplias malabaricus de diferentes pontos 

do município de Santa Helena-PR; 

• Determinar o número diploide (2n) e número fundamental (NF) dos 

exemplares coletados; 

• Determinar quais os cariomorfos das populações analizadas; 

• Determinar características moleculares, utilizando da técnica de 

Hibrização in situ, das regiões de 5S rDNA e 18S rDNA. 
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3  REFERENCAL TEÓRICO 

3.1 Bacia Hidrográfica do Paraná 3 

O Rio Paraná origina-se da confluência dos rios Parnaíba e Grande, correndo 

em território brasileiro até o Salto das Sete Quedas, onde faz fronteira entre o Brasil e 

o Paraguai, ponto onde o Rio Iguaçu desagua no Rio Paraná, na cidade de Foz do 

Iguaçu, seguindo seu leito entre o Paraguai e a Argentina (RIBEIRO, 2002). No trecho 

da fronteira entre Brasil e Paraguai, o Rio Paraná apresenta uma ampla área alagada 

devido ao represamento oriundo da construção da Usina Hidrelétrica de Itaipu. 

Didaticamente, é dividida em três Bacias hidrográficas, denominadas BP1, BP2 e BP3 

(PARANÁ, 2013). 

A Bacia do Paraná 3 (BP3) está inserida na região oeste do Estado do Paraná 

e apresenta uma geografia que favorece a presença de uma vasta rede hidrográfica, 

orientada principalmente pelas águas do Rio Paraná e seus afluentes. 

Adicionalmente, possui uma área total de 7.979,40 km², sendo cerca de 4% da área 

do estado. Os principais afluentes presentes nesta bacia são: o Rio São Francisco, 

que nasce em Cascavel, o Rio Guaçu, que nasce em Toledo, o Rio São Francisco 

Falso, que nasce em Céu Azul e o Rio Ocoí, que nasce em Matelândia, sendo que 

todos desaguam diretamente no Reservatório do Lago de Itaipu. A bacia conta com 

importantes unidades de conservação, como: o Parque Nacional de Ilha Grande, 

Parque Nacional do Iguaçu e a Área de Proteção Ambiental (APA) das Ilhas e Várzeas 

do Rio Paraná. Além, da unidade de proteção integral, a área de Relevante Interesse 

Ecológico (ARIE) da Cabeça-do-Cachorro (PARANÁ, 2013; ROCHA & BADE, 2018) 

No leito do Rio Paraná foi construída a maior usina hidrelétrica do Brasil, 

conhecida como usina de Itaipu, teve sua construção concluída em 1982, inundando 

uma área de 1350km². Foram afetados na época, oito municípios do lado brasileiro: 

Guaíra, Terra Roxa, Marechal Cândido Rondon, Santa Helena (local do presente 

estudo), Matelândia, Medianeira, São Miguel do Iguaçu e Foz do Iguaçu (OLIVEIRA; 

GOULART; MINTE-VERA, 2004). O represamento alterou todo o nível de base do Rio 

Paraná, bem como promoveu alterações nos fluxos hídricos e todo o setor que envolve 

a BP3 (ROCHA; BADE, 2018), causando alterações significativas na ictiofauna local. 
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3.2 Erythrinidae 

Dentre as diversas famílias de peixes neotropicais de água continental, 

Erythrinidae destaca-se por seu endemismo na América do Sul e Central e possui uma 

ampla distribuição nas bacias brasileiras (BERTOLLO, 1978; VITORINO, 2007). A 

família compreende apenas três gêneros: Erythrinus Scopoli (1977), Hoplerythrinus 

Gill (1895) e Hoplias Gill (1903) (AZEVEDO; GOMES, 1943; OYAKAWA, 2003)”, 

sendo que as espécies de Hoplerythrinus são popularmente conhecidas como “jejus”, 

e as pertencentes à Hoplias como “traíras” e “trairões”. 

Em sua maioria, os representantes de Erythrinidae possuem um corpo 

cilíndrico, nadadeira caudal arredondada, nadadeira dorsal contendo de 8 a 15 raios 

e nadadeira anal de 10 a 11 raios, nadadeira adiposa ausente, além da presença de 

diversos dentes caniniformes, fato que auxilia nos hábitos sedentários de caça por 

emboscada (BERTOLLO et al., 2000; OYAKAWA, 2003). 

3.3 Gênero Hoplias 

Segundo Oyakawa (1998) e Britski et al. (1988), Hoplias diferencia-se de 

outros gêneros de Chariciformes por algumas características derivadas, como por 

exemplo a presença de interdigitações que promovem ligação do vômer com 

paraesfenoide e a presença de caninos nas regiões maxilar e em porções anteriores 

e posteriores da região dentária. 

O gênero Hoplias apresenta uma grande distribuição geográfica, contém 

diversas espécies descritas na América Latina e possui dois grandes grupos: Hoplias 

lacerdae (popularmente conhecidos como “trairões”) e Hoplias malabaricus 

(popularmente conhecidas como “traíras”) (OYAKAWA, 2003; DE OLIVEIRA, 2015; 

ROSSO et al., 2018). Um dos principais caracteres morfológicos para distinção entre 

espécimes dos dois grupos encontra-se na região gular, na qual as bordas dos 

dentários são convergentes no grupo H. malabaricus, encontrando-se na região 

anterior (formando uma estrutura em “V”), enquanto no grupo H. lacerdae são 

paralelos (Fig. 1). 
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Figura 2 – Região gular de (A) Hoplias curupira (espécie do grupo Hoplias lacerdae) e 

(B) Hoplias gr. malabaricus. 

 

Fonte: O.T. Oyakawa & M. T. Mattox (2009) 

 

Análises cromossômicas revelam significativas diferenças no número diploide 

entre espécies dos dois grupos, sendo que em Hoplias gr. malabaricus há uma 

variação de 2n=39 a 2n=42 (BERTOLLO et al., 2000), e em Hoplias gr. lacerdae, o 

número diploide encontrado é de 2n=50 cromossomos (MORELLI et al., 2007; 

BLANCO et al., 2011). 

3.4 Hoplias malabaricus 

O grupo Hoplias malabaricus vem sendo estudado desde o século XX, quando 

foram iniciados os estudos do grupo por Bertollo (1978). Até o presente momento, 

distintas populações de Hoplias gr. malabaricus já foram analisadas 

cromossomicamente, abrangendo diferentes regiões da América do Sul, desde a 

Argentina até o Suriname, regiões litorâneas do Norte e Sul do Brasil, Amazônia, Mato 

Grosso (Pantanal) e Rondônia (BERTOLLO et al., 2000). 

Segundo Bertollo et al. (2000), Hoplias malabaricus trata-se de um complexo 

de espécies, no qual até o presente momento sete cariomorfos (denominados do 

cariomorfo A ao cariomorfo G) são identificados, baseando-se em dados 

cromossômicos como número diploide, morfologia e sistemas de cromossomos 

sexuais. 

Considerando tais particularidades, os cariomorfos foram originalmente 

divididos em dois grandes grupos, sendo o Grupo I composto pelos cariomorfos A, B, 

C e D; e o Grupo II composto pelos cariomorfos E, F e G (BERTOLLO et al., 2000). 

Este agrupamento indica que as macroestruturas cariotípicas, os sistemas de 

cromossomos sexuais, assim como a ocorrência de cromossomos atípicos sejam 
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mais indicativos para o estabelecimento de relações evolutivas entre os cariomorfos 

do que as similaridades no número diploide (VICARI et al., 2003). 

 

Os cariomorfos estão distribuídos em diversas bacias brasileiras, sendo: 

 

Tabela 1 – Características dos cariomorfos de Hoplias aff. malabaricus descritos 

 

Grupo 

 

Cariomorfo Localização Características cromossômicas 

I 

Cariomorfo A 

Localizado do 

nordeste ao 

sudeste brasileiro, 

e ao norte da 

Argentina. 

2n=42 cromossomos 

Sem Sistema sexual (BERTOLLO 

et al., 1979; BORN; BERTOLLO 

2000). 

Cariomorfo B 

Distribuição restrita 

ao estado de Minas 

Gerais. 

2n=42 cromossomos 

Com Sistema sexual (XX/XY) 

(BERTOLLO et al., 1979; BORN; 

BERTOLLO 2000). 

Cariomorfo C 

Ampla distribuição 

(do norte do Brasil 

ao norte da 

Argentina) 

2=40 cromossomos 

Sem Sistema sexual 

(LOPES; FENOCCHIO, 1994; 

JORGE, 1995; BERTOLLO et al., 

1997a; LOPES et al., 1998; 

BERTOLLO et al., 2000); 

Cariomorfo D 

Distribuição 

limitada para a 

bacia hidrográfica 

do Alto Rio Paraná 

2n=39 (♂) 40 (♀) cromossomos 

Com sistema sexual 

(X1X1X2Y ♂) (X1X1X2X2 ♀) 

(BERTOLLO et al., 1983; 

DERGAM; BERTOLLO, 1990; 

SCAVONE et al., 1994; 

DERGAM, 1996; BERTOLLO et 

al., 1997b; BERTOLLO et al., 

2000) 

II Cariomorfo E 

Restrito ao Rio 

Trombetas (Pará – 

BR) 

2n=42 cromossomos 

Sem Sistema sexual e difere do 

cariomorfo A pela morfologia 

cromossômica 

(BERTOLLO et al., 2000). 
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Cariomorfo F 

Ocorre do 

Suriname ao 

sudoeste brasileiro 

2n=40 cromossomos 

Sem Sistema sexual e difere do 

cariomorfo C pela morfologia 

cromossômica (DERGAM; 

BERTOLLO, 1990; BERTOLLO et 

al., 1997a; BERTOLLO, et al., 

2000). 

Cariomorfo G 

Distribuição restrita 

à bacias 

amazônicas 

2n=40 (♂) 41 (♀) cromossomos. 

Com Sistema sexual (XY1Y2 ♂) 

(XX ♀) 

Fonte: Autoria própria (2022). 

 

Para a bacia do Alto Rio Paraná, Pazza et al. (2003) analisaram trinta e três 

exemplares de Hoplias malabaricus coletados na região de Porto Rico (PR) e 

determinaram a presença de 3 diferentes formas, sendo o cariomorfo A (2n=42 

cromossomos - 24m e 18sm - sem a presença de sistema de cromossomos sexuais) 

o mais raro (sendo evidenciado em apenas 3 espécimes) e o cariomorfo C (2n=40 

cromossomos - 26m e 14sm - sem um sistema de cromossomos sexuais) o mais 

abundante para a região. Adicionalmente, foram identificados exemplares do 

cariomorfo D 2n=40 cromossomos (24m e 16sm) para fêmeas e 2n=39 cromossomos 

(24m, dos quais dois não apresentam homólogos, e 14sm, dos quais um não possui 

homólogo) para machos (expondo um sistema de cromossomos sexuais múltiplos 

com X1X1X2X2 para fêmeas e X1X2Y para machos), em frequência intermediária. 
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4  METODOLOGIA 

4.1 Coleta dos espécimes 

Foram coletados 16 espécimes, sendo, 11 machos e 2 fêmeas (3 

inconclusivas), identificados morfologicamente como Hoplias aff. malabaricus, 

provenientes de um braço do Lago de Itaipu, no município de Santa Helena, Paraná 

(24°51'43.57"S 54°19'25.95"O) (Fig.1), com auxílio varas de pesca e tarrafas (Fig. 2) 

(Licença permanente SISBIO 38532). 

 

Figura 2 - Ponto de coleta dos exemplares de Hoplias aff. malabaricus.

 
Fonte: Autoria própria, plataforma Google Earth (2022) 
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Figura 3 – (a) Participantes do projeto e (b) ponto de coleta. 

 
Fonte: Autoria própria (2020)  

 

Após a coleta, os exemplares foram levados vivos, sob condições adequadas 

de temperatura e oxigenação, para o Laboratório de Ictiologia da Universidade 

Tecnológica Federal do Paraná – Campus Santa Helena, onde foram mantidos em 

aquários aerados (Figs. 3 e 4). Posteriormente, os exemplares foram eutanasiados 

por overdose de óleo de cravo na concentração de 100mg/L para retirada dos tecidos 

para as análises citogenéticas, em conformidade com o Comitê de Ética na Utilização 

de Animais da UTFPR (protocolo CEUA 2022-10). 

 

Figura 4– Exemplar de Hoplias aff. malabaricus 

 
Fonte: Autoria própria (2020) 

 

4.2 Preparação de cromossomos mitóticos – tratamento “in vitro” 

Para a obtenção de cromossomos mitóticos e posteriormente preparação das 

lâminas, foi utilizada a técnica adaptada por Foresti et al (1993), sendo a obtenção de 

b) a) 
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metáfases mitóticas provenientes de células presentes no rim cefálico (rim anterior) 

dos animais, visto que tal órgão possui função hematopoiética. 

O material foi suspendido em 10 mL de meio de cultura RPMI, para assim ser 

dissociado. Posteriormente, a suspensão celular obtida, foi transferida para um tubo 

de centrifuga, utilizando uma pipeta de Pasteur. Na sequência, foram pingadas de 1 a 

2 gotas de solução de Colchicina 0,016%, associando bem os materiais. Assim, o 

material pôde ser levado à estufa em 36ºC, sendo mantido em um tempo médio de 30 

minutos e em consequência, levado para a centrifuga, por 10 minutos a 1100rpm. 

Posteriormente, desprezou-se o sobrenadante sendo adicionado 10 ml de KCl 

0,075 M, ressuspendendo o material com o auxílio de uma pipeta de Pasteur. Após 

isso, o material foi levado novamente à estufa a 36ºC, tempo médio de 30 minutos. 

Em sequência, 6 gotas de fixador (metanol; ácido acético; 3:1) foram adicionadas com 

o material, formando uma mistura homogênea. Sendo centrifugado por 10 minutos a 

1100 rpm. Com o sobrenadante desprezado, foram adicionadas 10 ml de fixador, 

formando novamente uma mistura homogênea, e em seguida levado à centrífuga por 

10 minutos a 1100 rpm. Essa etapa foi então repetida por mais duas vezes. O material 

fixado foi acondicionado em tubos de microcentrífuga tipo “Eppendorf” e armazenados 

em freezer, para posterior análise. 

4.3  Preparo das lâminas 

Para o preparo das lâminas, gotas de suspensão celular foram pingadas sobre 

uma lâmina limpa e aquecida à 50ºC~60ºC, aproximadamente, deixando-a secar ao 

ar. Após a secagem ao ar, seguiu com a coloração do material com Giemsa 5% e 

tampão fosfato (ph 6,8), aplicando para que preencha a lâmina por completo, 

permanecendo de 5 a 8 minutos, para então, ser lavada em água corrente, eliminando 

todo acumulo do corante (FORESTI et al., 1993). 

4.4 Análises cromossômicas 

As contagens cromossômicas e observações mais detalhadas foram feitas 

com óleo de imersão no microscópio óptico, em objetiva de 100 vezes. As melhores 

metáfases foram capturadas em fotomicroscópio Olympus BX53 acoplado com 

câmera digital QColor5M. A classificação cromossômica seguiram o proposto por 

Levan et al. (1964) adotando-se os seguintes limites para a relação de braços (RB):  



23 

 

 

RB= 1,00-1,70, metacêntrico (m);  

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

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

RB= maior que 7,00, acrocêntrico (a).  

Na determinação do número fundamental (NF), os cromossomos 

metacêntricos, submetacêntricos e subtelocêntricos serão considerados com 2 braços 

cromossômicos. 

4.5 Determinação do padrão heterocromático 

Para a determinação do padrão heterocromático foi utilizada a técnica de 

Bandamento C de Sumner (1972), com pequena alteração na etapa final de coloração. 

De forma que, as lâminas foram tratadas com solução de ácido clorídrico 0,2 N 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. Posteriormente, as lâminas foram rapidamente lavadas em ácido clorídrico 

0,2 N, 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 Iodeto de Propídio (0,7 µL de Iodeto de Propídio para 20 µL de antifading), 

seguindo modificação proposta por Lui et al. (2012). 

4.6 Hibridização in situ Fluorescente 

A técnica foi realizada de acordo com Pinkel et al., (1986), adaptadas por 

Margarido et al., (2008), utilizando sondas de DNAr 5S e 18S.  

  

4.6.1. Preparação da sonda:  

Foram adicionadas a um tubo Eppendorf 1 μg de DNA sonda, H2O mili-Q 

autoclavada para completar os 16 μL de solução e 4 μL de mix de reação (Kit). 

Realizou, posteriormente, a homogeinização da solução com uma micropipeta e 

levadas a banho-maria (isopor) por 1 e 1⁄2 horas a 15ºC. Foi adicionado 1 μL EDTA 

0,5 M, pH = 8,0, e elevou a temperatura a 65ºC por 10 minutos para finalizar a reação. 

O DNA foi precipitado com acetato de sódio 3M (1/10 do volume total) mais etanol 

100% gelado (2 vezes o volume) overnight. O material foi centrifugado a 13.000 rpm 

por 15 minutos e descartou-se o sobrenadante. Após isso, o material foi lavado com 
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50 μL de etanol 70% gelado, centrifugado a 13.000 rpm por 15 minutos e descartou-

se o sobrenadante, e seco em estufa a 37ºC; 

 

4.6.2 Preparação das lâminas:  

As lâminas foram encubadas em 88 μL de RNAse (0,4% RNAse/2xSSC) sob 

lamínula, a 37ºC por uma hora em câmara úmida com água 2 vezes por 5 minutos em 

2xSSC com agitação; sendo incubadas em 2xSSC a 60ºC por 45 minutos, 

posteriormente. Com isso, as lâminas foram desidratadas em série de 70% etanol e 

100% por 5 minutos a temperatura ambiente; e posteriormente secas ao ar. Em 

seguida, foram desnaturadas em 0,05N NaOH/2xSSC por 3 minutos e desidratadas 

em série de etanol 70% e 100% por 5 minutos cada, a temperatura ambiente; e 

deixadas para secar ao ar. 

 

4.6.3 Hibridização: 

Para confecção do mix de hibridização fForam adicionadas ao tubo: 

- 6 μL da sonda 18S rDNA; 

- 6 μL sonda 5S rDNA; 

- 6 μL de 20xSSC; 

- 30 μL de formamida; 

- e 12 μL de sulfato dextrano 50%, por lamina. 

 

Posteriormente, o mix foi colocado em banho-maria a 100°C por 10 minutos 

para abertura das fitas e transferido imediatamente no gelo para estabilização. Com 

isso, adicionou-se 58 μL de solução de hibridização em lamínula para cada lâmina e 

em seguida arrumadas, as lâminas, em câmara úmida e incubadas a 37ºC por 12 

horas (overnight). A câmara úmida foi preparada com H2O. 

 

4.6.4 Detecção e amplificação do sinal:  

As lâminas foram lavadas em 1xSSC por 5 minutos a 37ºC (sob agitação) e 

posteriormente lavadas por 2 vezes em Tween 0,05%/4xSSC por 5 minutos cada (sob 

agitação).En seguida, estas foram incubadas em tampão 5% NFDM/4xSSC em 

temperatura ambiente por 15 minutos e lavadas 2 vezes por 5 minutos com Tween 

0,05%/4xSSC em temperatura ambiente (sob agitação). Sendo incubadas com 88 μL 

de Antidigoxigenina-Rhodamine+avidin-FITC (0,5 μL de Rhodamine + 0,4 μL de FITC 
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+ 90 μL 5% NFDM/4xSSC) por lâmina, durante 60 minutos em câmara úmida e escura, 

em temperatura ambiente.  

Para assim, serem lavadas em tampão 5% NFDM/4xSSC, em temperatura 

ambiente por 5 minutos (sob agitação), 2 vezes em Tween 0,05%/4xSSC, em 

temperatura ambiente por 5 minutos (sob agitação) e 1 vez em 4xSSC, em 

temperatura ambiente por 5 minutos (sob agitação). Ao final, deixou-se em 1xSSC por 

5 minutos, e secar ao ar. 

 

4.6.5 Montagem das lâminas 

Foram misturados 200 μL de antifading mais 1 μL de 4’,6-diamidino-2-

phenylindole (DAPI 0,2 mg/mL), e em seguida foi adicionado 25 μL da mistura. 

Posteriormente, a lâmina foi coberta com lamínula e guardada em local protegido da 

luz, para posteriormente serem analisadas em miscropia de fluorescência.  
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5 RESULTADOS 

Dentre os 16 exemplares de Hoplias aff. malabaricus analisados no presente 

trabalho, 13 apresentaram resultados satisfatórios, sendo que 07 exemplares (todos 

machos) apresentaram 2n=42 cromossomos (22m + 20sm, NF = 84) e 6 exemplares 

(04 machos e 02 fêmeas) apresentaram 2n=40 (14m + 26sm, NF = 80) (Figs. 5 e 6). 

Considerando a classificação proposta para os cariomorfos de H. malabaricus, 

podemos concluir que os indivíduos com número diploide de 42 cromossomos 

pertencem ao cariomorfo A e os indivíduos com 40 cromossomos pertencem ao 

cariomorfo C. 

 

Figura 5 - Cariótipo submetido à coloração por Giemsa (a) e C bandado (b) de exemplar macho 
de Hoplias aff. malabaricus pertencente ao cariomorfo A.  

 

  Fonte: Autoria Própria (2020) 
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Figura 6 - Cariótipo submetido à coloração por Giemsa (a) e C bandado (b) de exemplar macho 
de Hoplias aff. malabaricus pertencente ao cariomorfo C.  

 

Fonte: Autoria Própria (2020) 

 

O Bandamento C evidenciou regiões heterocromáticas presentes na região 

pericentroméricas na maioria dos cromossomos dos indivíduos analisados, 

independentemente de pertencer ao cariomorfo A ou C. É importante ressaltar que 

existem pequenas exceções, como marcações em braços longos ou por toda a 

extensão do cromossomo (Fig. 5b; Fig. 6b). Este padrão de blocos heterocromáticos 

preferencialmente alocados na região centromérica, com algumas marcações na 

porção intersticial parece ser um padrão para Hoplias, sendo encontrado em 

populações analisadas de outras localidades (BERTOLLO, 2000; BLANCO, 2010; 

MARGARIDO et al., 2017)  

Os resultados obtidos nas técnicas de Bandamento-C, como a presença de 

regiões heterocromáticas em regiões pericentroméricas, e a presença de múltiplas 

NORs, em ambos os cariomorfos, assemelham-se aos encontrados na literatura. E o 

presente estudo ressalta a presença dos cariomorfos A e C em simpatria na região de 

influência do lago, algo que até o presente momento ainda não havia sido identificado. 

A hibridização in situ fluorescente com sonda de rDNA18S evidenciou 

marcações em 2 pares cromossômicos para o exemplar macho do cariomorfo C, 

sendo o par 11 em região pericentromérica e o par 13 com marcação bitelomérica. 

Entretanto, para o macho do cariomorfo C a hibridização evidenciou as mesmas 

marcações do macho, excetuando que para o par 11, somente um cromossomo 

apresentou marcação (Fig. 7). Esta diferença pode ser um artefato de técnica pelo 
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fato de somente um indivíduo de cada sexo ter sido submetido à FISH ou pode indicar 

um polimorfismo, independente do sexo. Mais estudos serão necessários para 

confirmação dessa hipótese. 

Para o cariomorfo A a FISH com sonda de rDNA 18S identificou marcações 

em cromossomos submetacêntricos terminais nos braços longos dos pares 

cromossômicos 13, 16 e 20, além de marcação pericentromérica nos pares 

cromossômicos 18 e 21 (Fig. 8). 

A FISH com sonda de rDNA 5S evidenciou marcações na posição 

pericentromérica do par 15 os espécimes do cariomorfo C (Fig.7) e marcações 

proximais no braço longo do par cromossômico 19 para o cariomorfo A (Fig.8). 

 

Figura 7 - Cariótipo de exemplares fêmea (a) e macho (b) do Cariomorfo C submetidos a Dupla-
FISH com sonda de rDNA 5S (sinal vermelho) e rDNA 18S (sinal verde) 

 
Fonte: Autoria própria (2022) 
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Figura 8 - Cariótipo de exemplar do Cariomorfo A submetido a Dupla-FISH com sonda de rDNA 
5S (sinal vermelho) e rDNA 18S (sinal verde) 

 
Fonte: Autoria própria (2022) 

 

As características citogenéticas do cariomorfo A, da população estudada em 

relação ao padrão de rDNA 18S, foram significativamente divergentes quando 

comparadas com outras populações do Alto Paraná. Por exemplo, Grassi et al. (2017) 

ao estudarem uma população de H. malabaricus do Rio Ctalamochita (Córdoba-ARG), 

pertencentes ao cariomorfo A, encontraram marcações de 18S na região 

pericentromérica no par 12 e terminais nos braços longos para o par 20. 

Para a marcação em rDNA 5S o encontrado no presente trabalhos foi distinto 

ao descrito na literatura para o cariomorfo A, estando em região pericentromérica, no 

entanto, em pares distintos. Como descrito por Margarido et al. (2014), que 

encontraram marcações 5S nos pares 8 e 14. Estudos anteriores afirmam que este 

marcador varia em número de sítios em populações do cariomorfo A, com pequeno 

par metacêntrico intersticial sendo extremamente conservado (BLANCO et al. 2010). 

No nosso trabalho, encontramos o rDNA 5S presente em um par submetacêntrico 

pequeno. Essa diferença na morfologia pode ser resultado de uma inversão 

pericêntrica. 

Tanto para as marcações rDNA 5S quanto rDNA 18S, do cariomorfo C, não 

foram encontrados trabalhos prévios para o Alto Paraná. Ao comparar o mapeamento 

cromossômico de 5S e 18S rDNA, de Cioffi (2009), na população de H. malabaricus 
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do Rio Bento Gomes (Poconé-MT), foram evidenciadas diferenças consideráveis. 

Sendo, para 5S, as marcações intersticiais no 2º par metacêntrico e marcação 

proximal no braço curto no 13º par submetacêntrico. Já para marcações 18S, os pares 

5, 13, 15 e 19 foram marcados em região terminal e no par 11 em região 

pericentromérica.  
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6  CONSIDERAÇÕES FINAIS 

O presente estudo ressalta a presença dos cariomorfos A e C do grupo 

Hoplias malabaricus, em simpatria, na região de influência do lago de Itaipu, município 

de Santa Helena, Estado do Paraná, Brasil. Os resultados obtidos pelas técnicas de 

Bandeamento-C, como a presença de regiões heterocromáticas em regiões 

pericentroméricas em ambos os cariomorfos, assemelham-se aos encontrados na 

literatura para os respectivos cariomorfos. 

Em relação à Hidização in situ fluorescente - FISH, os resultados encontrados 

caracterizaram a natureza cromossômica molecular dos sítios de DNA ribossomal 5S 

e 18S para indivíduos presentes no Alto Paraná, área de influência do Lago Itaipu 

(SH-PR); no entanto, não podemos considerar um padrão para todas as populações 

da região, pois o N amostral foi relativamente baixo, com poucas fêmeas analisadas 

para comparação intersexual.  

Entendemos que a caracterização dos cariomorfos presentes em diversas 

bacias podem auxiliar na compreensão da diversidade presente no grupo, e com isso, 

ressaltar a importância da preservação ambiental, bem como a preservação dos 

ecossistemas em geral. Neste sentido, o presente estudo pode ser considerado 

precursor para estudos posteriores na região do lago de Itaipu, no município de Santa 

Helena. 
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