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RESUMO 

Considerando-se a diversidade ictiofaunística neotropical, estudos sobre aspectos de 
biologia evolutiva são ainda pouco expressivos. Em contraste, o forte impacto 
ambiental causado pela ação humana tem refletido negativamente sobre as espécies 
nativas, muitas ainda desconhecidas da ciência. O conhecimento da variabilidade 
genética intra e inter populacional é de extrema importância para o planejamento tanto 
da piscicultura quanto para a conservação das populações naturais. No presente 
trabalho foram analisados citogeneticamente, sobretudo aplicando técnicas de 
citogenética molecular, 29 exemplares de Pseudoplatystoma reticulatum (rio Paraguai, 
MS), 14 espécimes de Pimelodus britskii (rio Iguaçu, PR), 6 indivíduos de Sorubim 
lima (rio Paraguai, MS), e 10 exemplares de Steindachneridion parahybae (rio Paraíba 
do Sul, SP). Os dados obtidos revelaram 2n = 56 cromossomos para todas as 
espécies analisadas, fórmulas cariotípicas distintas, compostas basicamente de 
cromossomos de dois braços e características próprias em relação à localização das 
RONs através da impregnação pelo íon Ag+ e pela hibridação fluorescente in situ com 
sondas de DNAr 5S e 18S. Com exceção de P. britskii, que apresentou RONs na 
região terminal do braço longo, todas as outras espécies apresentaram marcações 
das Ag+RONs em posição terminal no braço curto. Outra característica peculiar de P. 
britskii foi a localização sintênica de um dos sítios de DNAr 5S e o 18S em 
cromossomos subtelocêntricos, atributo que pode ser considerado uma apomorfia em 
relação a outros pimelodídeos estudados. O presente estudo visa contribuir com o 
acervo de dados citogenéticos a respeito dos Siluriformes em estudo, considerando-
se que muitas das informações correntes tratam-se das primeiras caracterizações da 
macroestrutura cariotípica das espécies de peixes analisadas.  

Palavras-chave: Pseudoplatystoma. Pimelodus. Sorubim. Steindachneridion.    . 
.cromossomos. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

ABSTRACT 

 

Currently, studies of aspects of evolutionary biology in neotropical fishes diversity are 
still lacking, despite the strong environmental impact caused by human action that has 
had a negative effect in native species, many of which probably still unknown to 
science. The knowledge of genetic variability within and between populations is of 
utmost importance for planning of both fish breeding and conservation of natural 
populations. In the present study we have analyzed, especially through molecular 
cytogenetics techniques, 29 specimens of Pseudoplatystoma reticulatum (Paraguay 
river, state of Mato Grosso do Sul), 14 specimens of Pimelodus britskii (Iguaçu river, 
state of Paraná), 6 specimens of Sorubim lima (Paraguay river, state of Mato Grosso 
do Sul) and 10 specimens of Steindachneridion parahybae (Paraíba do Sul river, state 
of São Paulo). Results indicate 2n = 56 chromosomes for all species, a distinct 
karyotype formula composed mainly of biarmed chromosomes. Other particular 
features were found, regarding the location for Ag+NORs and fluorescent in situ 
hybridization with 5S and 18S probes. Except P. britskii, which showed NORs in the 
terminal region of the long arm, all species showed Ag+NORs in the terminal position 
of the short arm. Another peculiar feature of this fish was the co-localization of one of 
the 5S and 18S rDNA sites, which could be considered an apomorphy to the others 
Pimelodidae studied. The present work aims to contribute to the collection of data on 
the cytogenetics studies of Siluriformes, considering that much of the here presented 
information are the first characterization of the karyotype macro-struture of analysed 
fishes. 

Keywords: Pseudoplatystoma. Pimelodus. Sorubim. Steindachneridion.    . .   
chromosomes. 
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1. Introdução 

1.1 A ictiofauna neotropical e a diversidade cariotípica 

De acordo com ARTONI et al. (2000), a ictiofauna dulcícola mais rica e 

diversificada do planeta encontra-se na região Neotropical. O inventário ictiológico das 

espécies de peixes neotropicais ainda é bastante incompleto o que torna o diagnóstico 

da diversidade objeto de estudo ainda em aberto. Segundo VARI e MALABARBA (1998), 

aproximadamente 25% da diversidade mundial de peixes está localizada nessa região, 

cerca de 8.000 espécies. Mais recentemente, REIS et al. (2003), estimaram em 

aproximadamente 4.475 espécies válidas e 1.550 espécies não descritas, totalizando 

mais de 6.000 espécies de peixes para a região Neotropical. 

Os peixes constituem um interessante grupo de estudo tanto do ponto de vista 

genético, como também sob a ótica evolutiva e ecológica. Estudos citogenéticos neste 

grupo têm aumentado bastante, uma vez que cerca de 2.600 espécies de todo mundo 

possuem seu cariótipo descrito segundo PISANO et al. (2006), dos quais, 921 

correspondem a espécies neotropicais, somando aproximadamente 252 gêneros 

distribuídos em 44 famílias (OLIVEIRA et al., 2000). Em termos cariotípicos, diferentes 

particularidades já foram relatadas neste grupo, o que justifica o aumento nas pesquisas 

envolvendo estes animais. Pelo fato dos peixes encontrarem-se restritos ao ambiente 

aquático desde sua origem no Cambriano a aproximadamente 510 milhões de anos, 

diferentemente de outros grupos vertebrados, eles apresentam maiores restrições quanto 

a sua dispersão e intensa relação com a história do seu ambiente. No caso dos peixes 
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dulcícolas, seu confinamento aos sistemas hidrográficos, resulta em um estreito 

relacionamento entre a história das bacias, tempo evolutivo e a história natural-evolutiva 

destes animais (ARTONI et al., 2009). 

As informações citogenéticas disponíveis atualmente para os peixes neotropicais 

dulcícolas revelam uma variabilidade cromossômica extraordinária, além de permitirem a 

identificação das principais tendências evolutivas e de algumas características 

citogenéticas próprias desta fauna (ALMEIDA TOLEDO et al., 2000). Os dados não se 

restringem somente a caracterização do número cromossômico e do cariótipo, mas 

consideram também informações sobre a localização das regiões organizadoras 

nucleolares (RONs), o padrão de distribuição da heterocromatina, a presença de 

cromossomos supranumerários e cromossomos sexuais diferenciados. 

De acordo com OLIVEIRA et al. (2000), existe uma grande diversidade cariotípica 

entre os peixes neotropicais, com cariótipos constituídos de 20 cromossomos como 

observado em Pterolebias longipinnis, e cariótipo composto por 134 cromossomos, em 

Corydoras aeneus. Cromossomos sexuais foram encontrados em 40 espécies e 29 

possuem cromossomos supranumerários; o conteúdo de DNA de 56 espécies variou de 

1,04±0,09pg, em Corydoras cf. simlatus (2n=62), a 8,75±1,50pg, em Corydoras metae 

(2n=92). Considerando-se o tamanho da ictiofauna dulcícola Neotropical, segundo 

ARTONI et al. (2000), tem-se que o número de espécies citogeneticamente descritas é 

muito pequeno, contrastando com a biodiversidade regional observada, contudo, 

tendências evolutivas podem ser propostas para vários grupos de espécies. 
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1.2 Características gerais da ordem dos Siluriformes 

Os Siluriformes são conhecidos popularmente como peixes de couros, bagres, 

peixes gato e cascudos. São peixes de extrema importância econômica, tanto para pesca 

esportiva e aquariofilia, quanto para alimentação de subsistência das comunidades 

ribeirinhas. 

A ordem dos Siluriformes pertence à superordem Ostariophysi e é divida em três 

subordens: Eusiluroidae (família Pimelodidae), Rhamdioidae (família Rhamdiidae), 

Loricariiidae (família Loricariidae). É uma das ordens mais diversificadas junto com a 

ordem dos Characiformes e compreende um grupo de peixes formado por cerca de 134 

famílias, 132 gêneros e mais de 2400 espécies (REIS et al., 2003). A maioria de seus 

integrantes habita águas doces neotropicais, embora exista também uma família cuja 

ocorrência é predominante na América do Norte, Ictaluridae (GREENWOOD et al., 1966), 

e outras duas com representantes de água salgada, Ariidae e Plotosidae (LOWE-

MCCONNEL, 1975). Não obstante, segundo DE PINNA (1998), ocorrem algumas 

famílias em regiões neotropicais que apresentam espécies estuarinas, Auchenipteridae e 

Aspredinidae. A família Pimelodidae é considerada uma das mais diversificadas entre os 

Siluriformes neotropicais, segundo LUNDBERG et al. (1991). Dentro desta família, o 

“subgrupo” Sorubiminae compõe-se de 10 gêneros e aproximadamente 22 espécies; 

notáveis entre esses, pelo seu grande porte, são as espécies dos gêneros 

Brachyplatystoma (piraíbas e douradas), Pseudoplatystoma (pintados e surubins) e 

Zungaro (jaú) (BRITSKI, 1972). 



Programa de Pós-Graduação em Biologia Evolutiva                                                       4 

 

Os Siluriformes têm características morfológicas singulares e por isso são 

facilmente identificáveis. Segundo BRITSKI et al. (1988), são peixes de corpo nú, sempre 

envolto por uma pele espessa ou coberta, integralmente ou parcialmente, por placas 

ósseas. As nadadeiras são raiadas e bem separadas, sendo o primeiro raio das 

nadadeiras peitorais e dorsal portador de um acúleo forte e pungente em alguma 

espécies. A nadadeira adiposa encontra-se presente e, em geral, é bem desenvolvida; 

enquanto a nadadeira caudal apresenta forma variável. Normalmente são encontrados 

três pares de barbilhões sensitivos (MEES, 1974). 

As espécies de Siluriformes preferem águas escuras, apresentando os mais 

variados tamanhos, ocupando diversas posições na cadeia alimentar, têm hábito 

sedentário, noturno ou crepuscular, escondendo-se entre as pedras e a vegetação, no 

fundo dos rios ou em poços (BRITSKI, 1981). Fazem uso dos seus barbilhões sensitivos 

para se alimentar de vermes, insetos e peixes (STERBA, 1973). 

1.3 Estudos citogenéticos em Siluriformes 

Atualmente, dados citogenéticos são conhecidos para aproximadamente 318 

espécies de Siluriformes (para revisão consultar 

http://www.ibb.unesp.br/laboratorios/Freshwater%20Neotropical%20fishes.pdf, OLIVEIRA 

et at., 2009). Estudos citogenéticos têm apontado para um padrão de evolução 

cariotípica do tipo conservado na família Heptapteridae (FENOCCHIO e BERTOLLO, 

1992; BORIN e MARTINS–SANTOS, 2004) e variações do número diplóide têm sido 

conferidas a cromossomos supranumerários ou cromossomos B (FENOCCHIO e 

BERTOLLO, 1990; ALMEIDA–TOLEDO et al., 1992; DIAS e FORESTI, 1993; 

http://www.ibb.unesp.br/laboratorios/Freshwater%20Neotropical%20fishes.pdf
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ABUCARMA e MARTINS–SANTOS, 2001; BORIN e MARTINS–SANTOS, 2004). 

Rearranjos cromossômicos do tipo inversões pericêntricas e translocações 

robertsonianas têm sido apontadas como responsáveis pelos polimorfismos 

cromossômicos intrapopulacionais e alterações do número fundamental entre os 

pimelodídeos (GIULIANO-CAETANO, 1998; VASCONCELOS e MARTINS-SANTOS, 

2000), embora as fissões e fusões sejam significativas entre os loricariídeos (ARTONI e 

BERTOLLO, 2001). 

GARCIA e MOREIRA-FILHO (2005), analisaram três espécies de Pimelodus 

(Pimelodus fur, Pimelodus maculatus e Pimelodus sp.) da bacia do rio São Francisco e 

encontraram 2n=54 cromossomos para a espécie Pimelodus fur, indicando eventos de 

fusão e translocação como prováveis causas para a ocorrência desse número diplóide 

menor que 2n=56 cromossomos, o mais freqüente e conservado neste gênero. Esses 

autores sugerem que o número diplóide 56 cromossomos seja considerado uma 

plesiomorfia dentro do gênero Pimelodus e que números diplóides 2n=54 para Pimelodus 

fur e 2n=58 para Pimelodus blochii sejam divergências dessa plesiomorfia (OLIVEIRA e 

GOSZTONYI, 2000). GARCIA e MOREIRA-FILHO (2005) ainda atribuem um papel 

significante na diversificação cariotípica dos pimelodídeos às inversões paracêntricas. 

Em outros Siluriformes, a exemplo da família Loricariidae, ganham destaque na 

diversificação cariotípica eventos robertsonianos como fissões e fusões cêntricas. 

O estudo das Regiões Organizadoras de Nucléolo (RONs) tem se intensificado 

nos últimos anos em Siluriformes. Estas regiões praticamente não diferem entre os 

peixes de couro, sendo constante a presença de RON simples nas regiões terminais de 
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um único par cromossômico, onde marcações intersticiais são mais raras (FENOCCHIO 

et al., 2003). OLIVEIRA e GOSZTONYI (2000) argumentam que RON simples localizada 

em posição terminal deva representar o estado ancestral para este caráter entre os 

Siluriformes. Regiões organizadoras de nucléolo com heteromorfismo de tamanho têm 

sido reportadas para espécies dos gêneros Pimelodus (GARCIA e MOREIRA-FILHO, 

2005; SWARÇA et al., 2003), para as espécies Zungaro zungaro (SWARÇA et al., 2001), 

Steindachneridion sp. e Steindachneridion scripta (SWARÇA, 2003), Pseudoplatystoma 

corruscans (SWARÇA et al., 2005), Iheringichthys labrosus (CARVALHO e DIAS, 2007) 

entre os outros. Esta parece ser uma situação comum entre os peixes neotropicais, de 

modo geral, devido a eventos de amplificação gênica (cístrons) como duplicações e 

deleções (GOLD, 1990), crossing-over desigual ou troca de cromátides irmãs (PENDÁS, 

1993) ou ainda re-replicação (ARTONI et al., 2006). 

Sistemas de cromossomos sexuais são raros neste grupo de peixes, sendo 

descrito em somente 10 espécies de Siluriformes até o momento. Entre os Pimelodidae, 

apenas Steindachneridion melanodermatum, referido como Steindachneridion sp. por 

SWARÇA et al. (2006), apresenta um aparente sistema de cromossomos sexuais do tipo 

XX/XY onde o cromossomo Y é proposto por estes autores como um alossomo putativo. 

Este sistema está sob investigação e possivelmente reflita um estado heteromórfico de 

um cromossomo em que seqüências Alu I, não heterocromáticas, estejam amplificadas 

indistintamente entre machos e fêmeas (MATOSO et al., em preparação). 

A localização da heterocromatina pelo método de bandamento C tem se mostrado 

bastante útil na citogenética de peixes, permitindo inferências evolutivas e em alguns 
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casos para a taxonomia (ARTONI et al., 2000). Contudo, parece ser característico em 

Siluriformes pouca quantidade de heterocromatina constitutiva (FENOCCHIO e 

BERTOLO, 1992). 

No que tange as técnicas citogenéticas mais recentes, tais como a hibridação in 

situ fluorescente, os dados citogenéticos envolvendo Siluriformes ainda não são 

numerosos. MARQUES (2002) determinou a localização dos genes 5S e 18S de 

Conorhynchos conirostris em cromossomos distintos. SWARÇA et al. (2003), em estudos 

com genes 5S em Steindachneridion scripta e Steindachneridion melanodermatum 

(citado como Steindachneridion sp.) averiguaram marcações em cromossomos diferentes 

dos cromossomos que apresentaram a RON. Em estudos recentes envolvendo a espécie 

Pseudoplatystoma corruscans (SWARÇA et al., 2005), a FISH com sonda de DNAr 18S 

confirmou a localização de RON simples em um par de cromossomos. Já o DNAr 5S foi 

localizado em cromossomos distintos da RON. Estes dados sugerem que a sintenia entre 

genes 5S e 18S não deve ser uma situação comum entre os Siluriformes, especialmente 

entre os Pimelodidae. 
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2. Objetivos 

O conhecimento acerca da variabilidade genética intra e interpopulacional é de 

extrema importância para o planejamento e sucesso tanto da piscicultura quanto para 

programas que visam à conservação das populações naturais. Assim, o trabalho teve 

como objetivo: 

1. Caracterizar citogeneticamente as espécies Pseudoplatystoma reticulatum, Pimelodus 

britskii, Sorubim lima e Steindachneridion parahybae. Sobretudo aplicando técnicas de 

citogenética molecular; 

2. Comparar os dados obtidos com aqueles já descritos na literatura enfatizando 

aspectos da diversificação e evolução cariotípica das espécies de peixes neotropicais 

alvo do presente estudo. 
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3. Material e Métodos 

3.1. Material biológico 

Foram analisados citogeneticamente 29 exemplares de Pseudoplatystoma 

reticulatum (19 machos, 10 fêmeas; Figura 1a) criados em cativeiro na Estação de 

Piscicultura do Projeto Pacu, município de Terenos (Mato Grosso do Sul) a partir de 

matrizes provenientes do rio Paraguai (Mato Grosso do Sul), 14 espécimes de Pimelodus 

britskii (5 machos, 9 fêmeas; Figura 1b) originários da Estação de Hidrobiologia da Usina 

Ney Braga da Companhia Paranaense de Energia Elétrica – COPEL, município de 

Candói (Paraná) a partir de matrizes provenientes do rio Iguaçu (Paraná), 6 indivíduos de 

Sorubim lima (1 macho, 5 fêmeas; Figura 1c) provenientes da Estação de Piscicultura 

BR-FISH, município de São João da Boa Vista (São Paulo) a partir de matrizes do rio 

Paraguai (Mato Grosso), e 10 exemplares de Steindachneridion parahybae (6 machos, 4 

fêmeas; Figura 1d) criados em cativeiro na Estação de Piscicultura da Companhia 

Paulista de Força e Luz (CPFL), município de Paraibuna (São Paulo) a partir de matrizes 

do rio Paraíba do Sul (Figura 1). 

As espécies foram identificadas taxonomicamente pelo Dr. O. A. Shibatta e 

exemplares representativos de cada espécie foram depositados no Museu de Zoologia 

da Universidade Estadual de Londrina (Londrina, PR) com os seguintes números de 

tombo: Pseudoplatystoma reticulatum (MZUEL 5228), Pimelodus britskii (MZUEL 5230), 

Sorubim lima (MZUEL 5232) e Steindachneridion parahybae (MZUEL 5231). 

A Tabela 1 resume as informações sobre o material estudado:  
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Tabela 1. Caracterização das espécies analisadas no presente estudo. 

Ordem Família Espécies Nome 
popular 

Local de 
coleta 

Nº de 
exemplares 

Siluriformes Pimelodidae Pseudoplatystoma 
reticulatum 

Cachara Rio 
Paraguai 

19♂ e 10♀ 

  Pimelodus  
britskii 

Chorão Rio Iguaçu 5♂ e 9♀ 

  Sorubim  
lima 

Jurupensém Rio 
Paraguai 

1♂ e 5♀ 

  Steindachneridion 
parahybae 

Surubim da 
Paraíba 

Rio Paraíba 
do sul 

6♂ e 4♀ 

TOTAL 59 

O presente estudo foi aprovado como parte do projeto “Biodiversidade, 

citogenética e preservação dos peixes dos Campos Gerais II” pelo parecer 02/2008 

(protocolo 04509/08) da Subcomissão de Ética em Experimentação Animal da 

Universidade Estadual de Ponta Grossa (Anexo I) e licença permanente para coleta de 

material zoológico emitida pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos 

Naturais Renováveis – IBAMA (proc. no. 15115-1) (Anexo II). 
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Figura 1. Espécies de pimelodídeos analisadas no presente estudo: a) 
Pseudoplatystoma reticulatum, b) Pimelodus britskii, c) Sorubim lima e d) 
Steindachneridion parahybae. 
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3.2. Metodologias 

Na obtenção de preparações citogenéticas das amostras foram adaptados os 

métodos de estimulação mitótica descrito por OLIVEIRA et al. (1988). Para tal, foi 

aplicada em cada exemplar uma injeção intramuscular de solução de fermento biológico 

com sacarose, e em seguida repouso de 48 horas (Protocolo Anexo IV). 

A técnica utilizada para obtenção de cromossomos metafásicos in vivo foi a 

descrita por BERTOLLO et al. (1978) e utilizada com algumas adaptações. 

Primeiramente foi injetada colchicina em cada exemplar, após 45 min de repouso o 

animal foi anestesiado e seu rim transferido para uma cubeta contendo solução 

hipotônica de cloreto de potássio (KCl). Posteriormente, esse material foi dissociado e 

incubado em estufa a 37 ºC. Decorrido aproximadamente 45 min, o material foi retirado 

da estufa e misturado a 600 µl de fixador gelado, após 1 min foi centrifugado e o 

sobrenadante foi retirado, foram colocados aproximadamente 2 ml de fixador e 

posteriormente o material analisado (Protocolo Anexo V).  

O procedimento utilizado para detecção das regiões organizadoras de nucléolo 

(RONs) que estiveram ativas seguiu a técnica descrita originalmente por HOWELL e 

BLACK (1980), sendo utilizada uma solução coloidal reveladora e uma de nitrato de prata 

(Ag+NO3) (Protocolo Anexo VI).  

Para detecção de regiões de heterocromatina foi adaptado o método descrito por 

SUMNER (1972), tratando a lâmina com uma solução de ácido clorídrico (HCl), uma 

solução saturada de hidróxido de bário (Ba(OH)2) e solução salina de citrato (2xSSC) 

(Protocolo Anexo VII). 
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A hibridação in situ fluorescente (FISH) na localização de sondas de DNA foi 

realizada de acordo com PINKEL et al. (1986), usando sondas 18S provenientes de 

Prochilodus argenteus (HATANAKA e GALETTI Jr, 2004) e DNAr 5S de Leporinus 

obtusidens (MARTINS e GALETTI JR, 1999) (Protocolo Anexo VIII).  

A partir dos dados obtidos através das análises quali-quantitativas dos 

cromossomos em cerca de 30 metáfases em cada indivíduo estudado, procurou-se 

estabelecer um número diplóide modal para os exemplares de cada espécie. Assim, as 

melhores metáfases, ou as que apresentaram uma melhor dispersão e morfologia mais 

nítida dos cromossomos foram fotografadas sob microscopia de luz e/ou epifluorescência 

Olympus BX41® com objetiva de imersão de 100x e capturadas com auxílio de câmera 

CCD para captura digital em tempo real Olympus DP71® com 12 mega pixels de 

resolução. Com auxílio do programa Adobe Photoshop versão 7.0, os cromossomos 

foram isolados e inicialmente arranjados de acordo com seu tamanho e morfologia, 

sendo classificados como metacêntricos (m), submetacêntricos (sm), subtelocêntricos 

(st) e acrocêntricos (a) segundo os critérios de LEVAN et al. (1964). Posteriormente, 

foram emparelhados com seus prováveis homólogos e dispostos em ordem decrescente 

de tamanho em cada classe para a organização final do cariótipo. 
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4. Resultados 

Os resultados estão organizados em capítulo único correspondente ao artigo 

científico: 

 

Capítulo I 

Investigação da variabilidade cariotípica em bagres de cultivo e de interesse para a 

conservação 
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Resumo 

Dados cariotípicos são apresentados para quatro espécies de peixes pertencentes 

à família Pimelodidae. Estas apresentaram o mesmo número diplóide conservado, 2n = 

56 cromossomos, com fórmulas cariotípicas distintas e características próprias em 

relação ao comportamento das regiões organizadoras de nucléolos através da 

impregnação pelo íon Ag+ e pela hibridação fluorescente in situ com sondas de DNAr 5S 

e 18S, além da localização da heterocromatina pelo bandamento C. Eventos não-

robertsonianos a exemplo das inversões pericentroméricas e os mecanismos de 

duplicação e transposição de RONs são requeridos para explicar a diversificação 

cariotípica em Pseudoplatystoma do rio Paraguai (MS), Pimelodus do rio Iguaçu (PR), 

Sorubim do rio Paraguai (MS) e Steindachneridion do rio Paraíba do Sul (SP). Os dados 

cariotípicos são ainda discutidos em relação aos demais pimelodídeos especialmente em 

relação à distribuição geográfica das espécies e a variação cariotípica geográfica. 

 

Palavras chave: Cariótipo, Pseudoplatystoma reticulatum, Pimelodus britskii, Sorubim 

lima, Steindachneridion parahybae. 
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Introdução 

Segundo LUNDBERG e LITTMANN (2003), a família Pimelodidae é considerada 

uma das mais diversificadas entre os Siluriformes Neotropicais, sendo formada por 30 

gêneros e 90 espécies. Apesar de conhecidas popularmente, muitas dessas espécies 

não foram descritas citogeneticamente nas regiões onde se têm registro delas e algumas 

se encontram em processo de extinção (HILSDORF e PETRERE Jr., 2002; LUDWIG et 

al., 2005). Dentre os grandes bagres, os gêneros Steindachneridion e Pseudoplatystoma 

ocupam o topo da cadeia alimentar; apresentam grande porte e migram em pelo menos 

uma fase da vida (MIRANDA, 1997; REVALDAVES et al., 2005). O gênero Pimelodus é o 

que apresenta maior diversidade na família Pimelodidae, incluem 26 espécies 

distribuídas do Panamá até a Argentina e seu tamanho varia de pequeno a médio porte 

(LUNDBERG e LITTMANN, 2003; RIBEIRO e LUCENA, 2006a; RIBEIRO e LUCENA, 

2006b). O gênero Sorubim está distribuído nas bacias hidrográficas Amazônica, do 

Orinoco, do Paraná e do Paraíba (FROESE e PAULY, 2009). 

Estudos citogenéticos em espécies da família Pimelodidae têm demonstrado 

números diplóides que variam de 2n = 50 a 2n = 58, sendo que a maioria das espécies 

apresenta 2n = 56 cromossomos (SWARÇA et al., 2007), particularmente entre as 

espécies da subfamília Sorubiminae. Além disso, os cariótipos são compostos 

basicamente por cromossomos meta e submetacêntricos, pouca heterocromatina e 

somente um par de cromossomos portadores da região organizadora de nucléolo 

(FENOCCHIO e BERTOLLO, 1992; MARTINS-SANTOS et al., 1996, SWARÇA et al., 

2001). Contudo, as informações cariotípicas sobre essa família são ainda subestimadas 

frente a sua diversidade e poucas espécies foram analisadas com técnicas de 
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citogenética molecular, como por exemplo, a coloração por fluorocromos base-

específicos e hibridação in situ fluorescente (para revisão consultar 

http://www.ibb.unesp.br/laboratorios/Freshwater%20Neotropical%20fishes.pdf, OLIVEIRA 

et al., 2009). 

Na intenção de contribuir para ampliar a caracterização citogenética dos 

pimelodídeos, especialmente de interesse para cultivo, foram analisadas quatro espécies 

de diferentes gêneros desta família, com vistas à comparação cariotípica, à 

citotaxonomia e evolução desta família de peixes neotropicais. 

 

Material e Métodos 

No presente trabalho foram analisados 59 exemplares de peixes da família 

Pimelodidae, 29 de Pseudoplatystoma reticulatum criados em cativeiro na Estação de 

Piscicultura do Projeto Pacu (município de Terenos, Mato Grosso do Sul) a partir de 

matrizes provenientes do rio Paraguai (10 machos e 19 fêmeas), 14 exemplares de 

Pimelodus britskii originários da Estação de Hidrobiologia da Usina Ney Braga da 

Companhia Paranaense de Energia Elétrica - COPEL (município de Candói, Paraná) a 

partir de matrizes provenientes do médio rio Iguaçu (5 machos e 9 fêmeas), 6 

exemplares de Sorubim lima provenientes da piscicultura BR-FISH, São João da Boa 

Vista (São Paulo), a partir de matrizes do rio Paraguai (1 macho e 5 fêmeas) e 10 

exemplares de Steindachneridion parahybae criados em cativeiro na Estação de 

Hidrobiologia e Aqüicultura da Usina Hidroelétrica de Paraibuna da Companhia 

Energética de São Paulo – CESP (município de Paraibuna, São Paulo), a partir de 

http://www.ibb.unesp.br/laboratorios/Freshwater%20Neotropical%20fishes.pdf
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matrizes do rio Paraíba do Sul (6 machos e 4 fêmeas). As espécies foram identificadas 

taxonomicamente pelo Dr. O. A. Shibatta e exemplares representativos de cada espécie 

foram depositados no Museu de Zoologia da Universidade Estadual de Londrina 

(Londrina, PR) com os números de tombo MZUEL 5228 (Pseudoplatystoma reticulatum), 

MZUEL 5230 (Pimelodus britskii), MZUEL 5232 (Sorubim lima) e MZUEL 5231 

(Steindachneridion parahybae). 

A obtenção de cromossomos mitóticos seguiu a metodologia de air drying 

adaptada para peixes por BERTOLLO et al. (1978). As regiões heterocromáticas foram 

detectadas de acordo com a técnica descrita por SUMNER (1972) e coloração com o 

corante fluorescente DAPI (4,6 diamino 2-fenil-indol). As regiões organizadoras 

nucleolares foram obtidas pela técnica de impregnação com o íon Prata, segundo 

HOWELL e BLACK (1980). A hibridação in situ fluorescente para localização simultânea 

do DNAr maior (18S) e menor (5S), double-FISH, foi realizada de acordo com PINKEL et. 

al. (1986), usando as sondas de DNAr 18S descritas para Prochilodus argenteus 

(HATANAKA e GALETTI JR, 2004) e DNAr 5S de Leporinus obtusidens (MARTINS e 

GALETTI JR, 1999). 

A identificação cromossômica foi baseada nos critérios da relação de braços (RB), 

proposto por LEVAN et al. (1964) e os cromossomos classificados no cariótipo em 

metacêntricos (m); submetacêntricos (sm); subtelocêntricos (st) e acrocêntricos (a). O 

número fundamental (NF) foi estabelecido como número total de braços cromossômicos 

do complemento diplóide considerando os tipos (m), (sm) e (st) como portadores de dois 

braços e o tipo (a) como portador de um único braço cromossômico. Os cromossomos 

foram analisados sob microscopia óptica fotônica e de epifluorescência (Olympus BX41®) 
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e as imagens foram obtidas usando uma câmera de captura em tempo real Olympus 

DP71® com 12 mega pixels de resolução. 

Resultados 

Todas as espécies analisadas apresentaram número diplóide igual a 56 

cromossomos, sem evidência morfológica de cromossomos sexuais heteromórficos ou 

cromossomos supranumerários. Os números fundamentais (NF) foram variáveis  entre as 

espécies estudadas assim como a fórmula cariotípica. Estes dados de macroestrutura 

cariotípica estão sumarizados na Tabela 1. 

Em relação ao bandamento C, em P. reticulatum as regiões heterocromáticas 

foram localizadas preferencialmente nas regiões centroméricas dos pares 

cromossômicos 2, 3, 5, 12, 23, 26, 27, 28 e 29. Os pares cromossômicos 5 e 19 

apresentaram regiões heterocromáticas localizadas na posição terminal de seus braços 

curtos, enquanto os pares 24 e 25 apresentaram marcação no braço longo e os pares 7 e 

8 apresentaram regiões heterocromáticas na extremidade de ambos os braços 

cromossômicos (marcação bitelomérica), figura 2B. A heterocromatina em P. britskii foi 

localizada nas regiões centroméricas dos pares cromossômicos 2, 4, 26 e 27. Marcações 

na posição terminal dos braços longos foram presentes nos pares cromossômicos 2, 16, 

e 18 enquanto o par 22 apresentou uma marcação bitelomérica discreta (Figura 3B). Em 

S. lima, os pares cromossômicos 25 e 28 apresentaram heterocromatina na região 

centromérica, enquanto os pares 2, 3 e 13 apresentaram marcações biteloméricas 

(Figura 4B). Foram encontradas bandas heterocromáticas centroméricas, em S. 

parahybae, nos pares cromossômicos 9, 19, 26 e 27. Bandas teloméricas foram 
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observadas no braço curto dos pares 6, 21, 22, 23 e 24, ao passo que marcações 

biteloméricas foram evidenciadas nos pares 4, 13 e 20 (Figura 5B). 

A marcação por impregnação pelo íon prata revelou um par de Regiões 

Organizadoras de Nucléolos (Ag+RONs) localizadas na porção terminal do braço curto de 

um par cromossômico submetacêntrico em P. reticulatum (Figura 2D). Em P. britskii, a 

Ag+RONs foi localizada na porção terminal do braço longo de um par cromossômico 

subtelocêntrico (Figura 3D), enquanto S. lima evidenciou marcações pela prata também 

em um par subtelocêntrico, porém no braço curto (Figura 4D). S. parahybae, apresentou 

impregnação pela prata no braço curto de um par cromossômico submetacêntrico 

também em posição terminal (Figura 5D). Em todas as espécies as Ag+RONs coincidiram 

com a marcação obtida pela sonda 18S e apenas um par de marcações com a sonda 5S 

na região intersticial de um par cromossômico comparável entre as espécies foi 

evidenciado (Figuras 2C, 4C e 5C), com exceção para P. britskii que apresentou dois 

pares de cromossomos com seqüências 5S localizadas (Figura 3C). A análise por 

double-FISH evidenciou sítios em sintenia com marcações para as sondas 18S e 5S em 

um par cromossômico em P. britskii (Figura 3C). 
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Discussão 

A condição de espécies vulneráveis ou em risco de extinção determinou que este 

trabalho fosse conduzido com espécimes criados em cativeiro para todas as espécies 

analisadas, como tentativa de minimizar possíveis impactos e principalmente, 

oportunizando o acesso a espécies de rara ocorrência na natureza, de modo a permitir 

uma abordagem acerca da evolução cariotípica e conservação destas espécies (ARTONI 

et al., 2009). O número diplóide igual a 56 cromossomos encontrado para todas as 

espécies avaliadas sustenta a hipótese de que este número diplóide seja freqüente, 

comparável e provavelmente uma sinapomorfia para a maioria dos pimelodídeos. O 

número fundamental elevado e fórmula cariotípica com predomínio de cromossomos 

meta e submetacêntricos reforçam uma condição de ancestralidade cariotípica já 

destacada anteriormente na literatura (FENOCCHIO e BERTOLLO, 1992; DIAS e 

FORESTI, 1993; VISSOTO et al., 1999; CARVALHO et al., 2004; GARCIA et al., 2005; 

RIBEIRO et al., 2008 e TRECO et al., 2008). 

Um levantamento realizado até o momento para as espécies pertencentes a esta 

família de peixes neotropicais mostra que cerca de 30% destas, entre as 90 espécies 

nominais citadas por LUNDBERG e LITTMANN (2003), têm sua constituição cariotípica 

ao menos preliminarmente descrita (para revisão consultar 

http://www.ibb.unesp.br/laboratorios/Freshwater%20Neotropical%20fishes.pdf, OLIVEIRA 

et al., 2009). Com um terço das espécies já cariotipadas, tendências evolutivas podem 

ser apontadas, especialmente para o gênero Pimelodus e para outros bagres 

supostamente relacionados em sua condição sistemática assim como os gêneros 

Steindachneridion, Pseudoplatystoma e Sorubim, embora estes constituam, na opinião 

http://www.ibb.unesp.br/laboratorios/Freshwater%20Neotropical%20fishes.pdf
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de DE PINNA (1998), uma politomia dentro da família Pimelodidae.  Considerando as 

espécies e populações já analisadas em relação a alguma característica cariotípica, 

indicam uma forte tendência conservativa para a macroestrutura cariotípica destas 

espécies. No presente trabalho não foi diferente e podemos destacar que Pimelodus 

britskii apresentou um caráter diferenciado em relação às demais espécies quando 

analisada em relação aos sítios de DNAr maior e menor de peixes localizados em 

sintenia. Esta é uma condição pouco freqüente entre as espécies já analisadas 

citogeneticamente (MARTINS e GALETTI Jr, 1999, 2000, 2001). Esta distinção pode 

colocar o estado deste caráter, quando analisado sob ótica da sistemática filogenética, 

como uma possível apomorfia com a robustez do caráter devendo também ser testada 

em relação a outras populações da mesma espécie e em outras espécies do gênero 

Pimelodus. Em Pimelodus fur, por exemplo, as porções ribossomais do DNA estão 

localizadas em cromossomos distintos (GARCIA et al., 2005). Mecanismos como 

conversão e crossing-over desigual freqüentemente ocorrem dentro desses arranjos 

gênicos durante a evolução, de acordo com DOVER (1986). Nesse contexto, segundo 

DINIZ et al. (2009), a localização de sítios de DNAr 5S e 18S  em diferentes 

cromossomos e diferentes posições seria uma maneira de restringir a fixação de 

rearranjos desfavoráveis como, por exemplo, translocação de segmentos entre estes 

genes.  

Não obstante, as características da macroestrutura cariotípica podem ser 

consideradas marcadores citotaxonômicos para as espécies aqui estudadas. A fórmula 

cariotípica 22m+20sm+6st+8a verificada em Pseudoplatystoma reticulatum do rio 

Paraguai (bacia do Prata) é distinta daquela observada por FENOCCHIO e BERTOLLO 
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(1992), citado como Pseudoplatystoma fasciatum, com 18m+14sm+10st+14a em 

exemplares do rio Solimões da Bacia Amazônica e, ainda, diferente da fórmula 

cariotípica encontrada por PORTO-FORESTI et al. (2000) com 10m+6sm+6st+6a para a 

mesma espécie no mesmo rio Paraguai. Fórmulas cariotípicas diferentes entre 

populações de uma mesma espécie provenientes de bacias hidrográficas distintas 

geralmente são evidências de processos de evolução cariotípica devido a isolamento 

geográfico e interrupção do fluxo gênico, conforme o trabalho de MOREIRA-FILHO e 

BERTOLLO (1991) com Astyanax scabripinnis. Eventos não robertsonianos de 

diversificação cariotípica, a exemplo de inversões peri e paracêntricas são requeridos 

para explicar as diferenças cariotípicas evidenciadas entre estas populações de P. 

reticulatum. Resgatando a história biogeográfica das bacias hidrográficas que abrigam as 

populações de P. reticulatum alopatricamente distribuídas, temos que em alusão ao 

trabalho de MONTOYA-BURGOS (2003) com cascudos do gênero Hypostomus, 

podemos hipotetizar que as populações de P. reticulatum da bacia do rio São Francisco 

devem estar isoladas daquelas do Paraná/Paraguai a cerca de 5,7 a 6,4 m.a. 

O caso de Steindachneridion parahybae é ainda mais especial por se tratar de 

uma primeira descrição cariotípica para esta espécie que se apresenta, na atualidade, 

em alto risco de extinção listada como ameaçada no livro vermelho do Ministério do Meio 

Ambiente (ROSA e LIMA, 2008). A macroestrutura cariotípica não difere da verificada em 

outros pimelodídeos, evidenciando um elevado número de cromossomos de dois braços, 

contudo, apresenta quatro pares de cromossomos acrocêntricos. A localização 

cromossômica dos cístrons ribossomais evidenciados pela double-FISH com sonda 5S 

nesta espécie, marcou na região intersticial de um par de cromossomos 
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submetacêntricos, enquanto a sonda 18S foi localizada em apenas um cromossomo. 

SWARÇA et al. (2005) estudando o cariótipo de Steindachneridion scriptum (citado como 

S. scripta), encontrou número diplóide de 56 cromossomos com a fórmula cariotípica 

24m+20sm+4st+8a e NF = 104. A manutenção do 2n = 56 e do NF = 104 em oposição às 

diferenças cariotípicas verificadas para os tipos cromossômicos entre S. scriptum e S. 

melanodermatum reforçam a ocorrência de inversões na diversificação cariotípica destas 

espécies, a exemplo do que deve ocorrer em maior escala entre os pimelodídeos. 

Segundo GARAVELLO (2005) são atualmente reconhecidas seis espécies de 

Steindachneridion distribuídas pelas drenagens costeiras do leste e alto Paraná. 

Steindachneridion parahybae é endêmico da bacia do rio Paraíba do Sul, enquanto S. 

scriptum possui uma distribuição mais ampla pelas bacias dos rios Uruguai e Alto 

Paraná. Contudo, o isolamento geográfico destas espécies remonta aos 4,2 m.a. quando 

analisado comparativamente a distribuição de espécies do gênero Hypostomus entre as 

bacias hidrográficas do alto Paraná e bacias costeiras (MONTOYA-BURGOS, 2003). 

Semelhante ao requerido para explicar a diversificação cariotípica encontrada entre os 

Pseudoplatystoma, aqui também ressaltamos a importância da vicariância na 

diversificação cariotípica das espécies de Steindachneridion. 

Duas descrições cariotípicas foram realizadas anteriormente para Sorubim lima 

primeiramente por FENOCCHIO e BERTOLLO (1992) que estudaram uma amostra 

populacional do rio Solimões na Bacia Amazônica e, posteriormente, por MARTINS-

SANTOS et al. (1996) que analisaram uma população do rio Paraná na Bacia do Alto 

Paraná. Embora os estudos tenham sido concordantes em relação ao número 

cromossômico diplóide com 2n = 56 cromossomos, as fórmulas cariotípicas foram 
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ligeiramente discordantes com 18m+12sm+14st+12a e 20m+14sm+10st+12a, 

respectivamente. Nossos resultados para a amostra populacional de S. lima do rio 

Paraguai também corrobora o 2n = 56 cromossomos e diverge mais expressivamente em 

relação às fórmulas cariotípicas anteriormente descritas para esta espécie apresentando 

24m+16sm+8st+8a. Estas discrepâncias cariotípicas acima apontadas denotam a 

presença de rearranjos cromossômicos decorrendo em variações geográficas a exemplo 

do que foi anteriormente ressaltado para P. reticulatum e S. parahybae. 

Marcadores de heterocromatina já foram empregados por FENOCCHIO e 

BERTOLLO (1992) na tentativa de individualizar espécies de Pseudoplatystoma. Nossos 

resultados apontam para uma grande variação interespecífica de distribuição da 

heterocromatina sobre os cromossomos das espécies analisadas. Contudo, são 

características gerais observadas que os segmentos heterocromáticos estejam 

localizados próximos ao centrômero e telômero dos cromossomos, e que ainda estas 

bandas sejam pouco evidentes. Algumas bandas biteloméricas mais consistentes e 

marcadoras podem ser evidenciadas em cromossomos de dois braços em 

Pseudoplatystoma reticulatum (par no. 8), Pimelodus britskii (par no. 22), Sorubim lima 

(par no. 13) e Steindachneridion parahybae (par no. 8). 

Os dados cariotípicos aqui levantados praticamente distinguem as 

espécies/populações em relação aos demais pimelodídeos já estudados 

citogeneticamente, embora o número diplóide modal de 2n = 56 cromossomos deva ser 

considerado um caráter compartilhado pela maioria das espécies desta família de peixes 

neotropicais. 
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O emprego da citogenética molecular, especialmente da técnica de hibridação in 

situ fluorescente (FISH), sobretudo para a localização cromossômica de regiões de DNAr, 

tem apontado um caminho bastante promissor para análises evolutivas e 

citotaxonômicas em peixes. No presente caso, verificamos um estado derivado para a 

distribuição de cistrons ribossomais 18S em sintenia com regiões 5S e, esta última 

dispersa em maior número de cromossomos no complemento cariotípico de Pimelodus 

britskii, uma condição pouco comum entre os peixes que pode indicar uma apomorfia 

para a espécie, ao menos no nível dos pimelodídeos já analisados com estes 

marcadores. As demais espécies aqui analisadas apresentaram RONs simples em um 

único par cromossômico com localização e tipos cromossômicos distintos.  

Em conclusão, os dados cariotípicos, de bandamentos cromossômicos e 

localização de sondas de DNAr foram significantes não só para a caracterização 

citogenética das populações e espécies aqui representadas, assim como para subsidiar a 

citotaxonomia. A biogeografia histórica e o tempo evolutivo também se mostraram 

fundamentais para a interpretação das diferenças cariotípicas verificadas entre 

populações alopátricas. 
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Tabela 2. Características cariotípicas das espécies estudadas. NF = número fundamental (número de braços cromossômicos); 

Ag+RONs = marcação das regiões organizadoras de nucléolos pela Prata; Sítios 18S = localização de seqüências DNAr 18S; Sítios 5S 

= localização de seqüências DNAr 5S; banda-C = localização cromossômica da heterocromatina; m = cromossomo metacêntrico; sm = 
cromossomo submetacêntrico; st = cromossomo subtelocêntrico; a = cromossomo acrocêntrico; p = braço curto; q = braço longo; Cent. 
Crom. = centrômero dos cromossomos; Tel. Crom. = telômero dos cromossomos. 

 

Espécie Fórmula 
Cariotípica 

NF Ag+RONs Sítios 18S Sítios 5S banda-C 

Pseudoplatystoma 
reticulatum 

22m+20sm+6st+8a 104 Braço p 

terminal 
cromossomo 
sm 

Braço p terminal 

cromossomo sm 

Braço p intersticial 

cromossomo sm 
Cent. Crom. 2, 3, 5, 12, 
23, 26, 27, 28 e 29. 
Tel. Crom. 5 e 19 braço 
p; 24 e 25 braço q; 7 e 
8 braço p e q. 

Pimelodus britskii 24m+18sm+8st+6a 106 Braço q 
terminal 
cromossomo st 

Braço q terminal 
cromossomo st 
sintênica ao 5S 

Braço p intersticial 
cromossomo sm; 
Braço q terminal 

cromossomo st 
sintênica ao 18S 

Cent. Crom. 2, 4, 26 e 
27. 
Tel. Crom. 2, 16 e 18 
braço q; 22 braço p e q. 

Sorubim lima 24m+16sm+8st+8a 104 Braço p 

terminal 
cromossomo st 

Braço p terminal 

cromossomo st 

Braço p intersticial 

cromossomo sm 
Cent. Crom. 25 e 28. 
Tel. Crom. 2, 3 e 13 
braço q e q. 

Steindachneridion 
parahybae 

14m+22sm+12st+8a 104 Braço p 

terminal 
cromossomo 
sm 

Braço p terminal 

cromossomo sm 

Braço p intersticial 

cromossomo sm 
Cent. Crom. 9, 19, 26 e 
27. 
Tel. Crom. 6, 21, 22, 23 
e 24 braço p e 4, 13 e 
20 braço p e q. 
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Figura 2. Cariótipo em GIEMSA (A), banda C (B), FISH com sonda 18S (setas 

grossas) e 5S (setas finas) (C) e Ag+RONs (setas negras) (D) de Pseudoplatystoma 
reticulatum do rio Paraguai (MS). m = metacêntrico; sm = submetacêntrico; st = 
subtelocêntrico; a = acrocêntrico. 
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Figura 3. Cariótipo em GIEMSA (A), banda C (B), FISH com sonda 18S (setas 

grossas) e 5S (setas finas) (C) e Ag+RONs (setas negras) (D) de Pimelodus britskii do 
rio Iguaçu (PR). m = metacêntrico; sm = submetacêntrico; st = subtelocêntrico; a = 
acrocêntrico. 
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Figura 4. Cariótipo em GIEMSA (A), banda C (B), FISH com sonda 18S (setas 
grossas) e 5S (setas finas) (C) e Ag+RONs (setas negras) (D) de Sorubim lima do rio 
Paraguai (MS). m = metacêntrico; sm = submetacêntrico; st = subtelocêntrico; a = 
acrocêntrico. 
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Figura 5. Cariótipo em GIEMSA (A), banda C (B), FISH com sonda 18S (setas 

grossas) e 5S (setas finas) (C) e Ag+RONs (setas negras) (D) de Steindachneridion 
parahybae do rio Paraíba do Sul (SP). m = metacêntrico; sm = submetacêntrico; st = 
subtelocêntrico; a = acrocêntrico. 
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5. Considerações finais 

5.1 Discussão Geral  

Considerando-se a diversidade ictiofaunística neotropical, estudos sobre 

aspectos de biologia evolutiva são ainda pouco expressivos. Em contraste, o impacto 

ambiental causado pelo desmatamento das matas ciliares, a construção de 

hidrelétricas e construção de pesqueiros com espécies exóticas e/ou híbridas têm 

causado forte impacto sobre as espécies nativas, muitas ainda desconhecidas da 

ciência (PETRERE Jr, 1995; MIRANDA, 1997; SATO, 1997; HILSDORF e PETRERE 

Jr, 2002; LUDWIG et al., 2005). Em agravo, é perceptível a perda de diversidade 

biológica e da própria variabilidade genética, com conseqüente extinção de espécies, 

populações (PRIOLI et al., 2003) e dos seus pool gênicos. 

O conhecimento prévio a respeito da variabilidade genética dentro e entre 

populações é de extrema importância para o planejamento e o sucesso de programas 

de conservação in situ e repovoamento de peixes (TOLEDO-FILHO, 1994; ALVES et 

al, 2001). Estes são muito comuns nas hidrelétricas brasileiras dada à exigência legal 

para as concessões de uso do recurso hídrico para fins de obtenção de energia 

elétrica. A Companhia Energética de São Paulo (CESP) desenvolve em seus 

reservatórios programas de conservação da biodiversidade ictiológica com foco no 

desenvolvimento de tecnologia para a reprodução de espécies nativas em cativeiro 

com vistas à reintrodução de alevinos no ambiente natural. As espécies em risco de 

extinção Brycon insignis (Piabanha) e Steindachneridion parahybae (Surubim do 

Paraíba), por exemplo, foram eleitas para estudos de reprodução induzida pela CESP 

na bacia do Rio Paraíba do Sul (HILSDORF e PETRERE Jr, 2002). No rio Iguaçu, a 

Companhia Paranaense de Energia Elétrica – COPEL, através da Estação de 
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Hidrobiologia da Usina Ney Braga, realiza repovoamento de espécies da região, entre 

elas Steindachneridion melanodermatum (LUDWIG et al., 2005). 

A acessibilidade às técnicas bioquímicas e de genética molecular, nas últimas 

décadas, fez destas juntamente com a citogenética, importantes ferramentas para o 

manejo de populações de animais selvagens e de cativeiro, permitindo evidenciar o 

grau de variabilidade de uma população e dessa forma justificando projetos que visam 

conservar o patrimônio biológico/genético de populações e espécies em extinção. 

RENESTO et al. (2000) verificaram, através de padrões de isoenzimas, a 

existência de isolamento reprodutivo entre Pimelodus ortmanni e Pimelodus sp. (aqui 

identificado como Pimelodus britskii) do rio Iguaçu (Paraná, Brasil), concluindo que se 

tratam de espécies distintas. Estes dados são confirmados pelas nossas análises 

citogenéticas com P. britskii tendo o cariótipo acessado pela primeira vez. A 

comparação através da eletroforese de aloenzimas de duas populações de 

Rineloricaria (Siluriformes, Loricaridae) do rio Ivaí (Paraná, Brasil), revelou que 

Rineloricaria pentamaculata e Rineloricaria aff. pentamaculata diferiram em 

freqüências alélicas em três loci polimórficos, e de acordo com LIMEIRA et al. (2009) 

se trata de espécies em statu nascendi.  

ALVES et al. (2001) utilizaram de sequenciamento e de RFLP (Restriction 

Fragment Length Polymorphism) de genes do DNAmt de Anaecypris hispanica, 

espécie restrita a tributários da bacia de drenagem do Rio Guadiana, Portugal, para 

inferir sobre a estruturação populacional e variabilidade genética nesta espécie em 

diferentes populações, conseguindo indicar áreas de interesse para a conservação. 

Em peixes neotropicais o emprego de marcadores moleculares para a conservação 

biológica ainda é pouco expressivo, mas em franca expansão. PRIOLI et al. (2000), 

com o intuito de analisar a diferenciação genética entre Pseudoplatystoma corruscans 
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e Pseudoplatystoma reticulatum, identificaram marcadores espécie-específicos 

utilizando análise de seqüências D-Loop de DNAmt, marcadores RAPD (Random 

Amplified Polymorphic DNA) e SPARS (Single Primers Amplifications Reactions), 

verificando a presença de um exemplar híbrido coletado na natureza. Nossos dados 

caracterizam o cariótipo de uma população de P. reticulatum, comparativamente 

distinta na macroestrutura cariotípica de outras populações já estudadas para esta 

espécie. A bem destas diferenças, verificamos um número diplóide conservado de 2n 

= 56 cromossomos com a maioria de cromossomos de dois braços e cariótipo 

unimodal no tamanho dos cromossomos o que pode facilitar o pareamento de 

cromossomos homeólogos (oriundos de gametas de espécies distintas na formação 

do zigoto) viabilizando a fertilidade da espécie híbrida em hipótese. Este fato se 

reveste em importante risco para a conservação das duas espécies anteriormente 

citadas se colocadas artificialmente em condições de simpatria na natureza, como no 

caso do rio Paraná ou na soltura ou escape de piscicultura de híbridos de P. 

reticulatum x P. corruscam. 

Os dados citogenéticos disponíveis para os peixes neotropicais de água doce, 

de acordo com ALMEIDA-TOLEDO et al. (2000), revelam uma variabilidade genética 

surpreendente, além de possibilitarem a identificação das principais tendências 

evolutivas e de algumas características citogenéticas peculiares desta fauna. 

RIBEIRO et al. (2008) conduziu análises citogenéticas em amostra populacional de 

Iheringichthys labrosus do alto rio Tibagi e comparou com dados citogenéticos obtidos 

por CARVALHO et al. (2004) em I. labrosus do baixo rio Tibagi. Dessa forma, os 

autores concluiram que apesar de se tratarem da mesma espécie oriunda do mesmo 

rio, o comportamento das espécies estudadas (espécies não migratórias habitantes 

de regiões profundas) poderia favorecer o isolamento reprodutivo entre estas 

populações sugerindo a fixação de divergências cariotípicas em decorrência de 
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alterações cromossômicas como observado por RIBEIRO et al. (2008). Da mesma 

forma, como constatado no presente trabalho, a divergência entre fórmulas 

cariotípicas verificada entre populações dispares de peixes dos gêneros 

Pseudoplatystoma e Sorubim habitantes de rios e bacias hidrográficas distintas pode 

ser explicada com base no isolamento reprodutivo. Quando as divergências genéticas 

são sentidas em populações de uma espécie em uma dada bacia hidrográfica são 

requeridos atributos comportamentais como hábito migratório ou sedentário para 

explicar a restrição ao fluxo gênico (MIRANDA, 1997; REVALDAVES et al., 2005), ao 

passo que para a análise da evolução cariotípica há que se lançar mão de um 

conhecimento integrado do tempo evolutivo e da história geomorfológica em 

somatória a biologia das espécies (ARTONI et al., 2009).  

Maximizar a variabilidade genética dentro de populações naturais e evitar erros 

que acelerem o processo de introgressão genética são objetos dos programas de 

conservação e constituem o principal desafio para a genética da conservação (PRIOLI 

et al., 2000; HILSDORF e PETRERE Jr, 2002; ARTONI et al., 2006). Assim, a 

identificação de patrimônios genéticos, entre estes a variabilidade cariotípica, em risco 

de extinção, quer seja por endemismo ou ação antrópica, constitui importante 

ferramenta para programas de repovoamento e manutenção da biodiversidade.  
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5.2 Conclusão 

Através do presente estudo, procurou-se contribuir com o acervo de 

informações citogenéticas a respeito dos Siluriformes Pseudoplatystoma reticulatum, 

Pimelodus britskii, Steindachneridion parahybae e Sorubim lima, considerando-se que 

muitas das informações correntes tratam-se das primeiras caracterizações da 

macroestrutura cariotípica das espécies de peixes analisadas. Não obstante, 

marcadores cromossômicos aplicados à piscicultura e na proteção ambiental ainda 

são muito pouco explorados.  

Assim foram possíveis as seguintes conclusões em relação aos objetivos 

propostos: 

Objetivo 1. Caracterizar citogeneticamente as espécies Pseudoplatystoma 

reticulatum, Pimelodus britskii, Sorubim lima e Steindachneridion parahybae. 

Sobretudo aplicando técnicas de citogenética molecular; 

Conclusão 1. Todos os pimelodídeos estudados, pertencentes a quatro gêneros 

distintos, corroboraram o número diplóide modal de 56 cromossomos, cariótipo 

composto basicamente por cromossomos meta e submetacêntricos, portanto com 

número fundamental elevado. Essas informações sustentam a hipótese de que 2n = 

56 cromossomos seja o número diplóide basal para a família Pimelodidae.  

Objetivo 2. Comparar os dados obtidos com aqueles já descritos na literatura 

enfatizando aspectos da diversificação e evolução cariotípica das espécies de peixes 

neotropicais alvo do presente estudo. 

Conclusão 2. A fórmula cariotípica de Pseudoplatystoma reticulatum apresentou 

divergências com outras fórmulas descritas na literatura, sugerindo variação 
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cariotípica geográfica. Pimelodus britskii exibiu localização sintênica dos genes 18S e 

5S do DNAr. Em peixes esta é uma condição pouco freqüente as espécies já 

estudadas neste aspecto, e pode ser uma apomorfia para esta espécie cariotipada 

pela primeira vez. A respeito de Sorubim lima, existem poucos trabalhos em 

citogenética, contudo, também existe divergência quanto à fórmula cariotípica também 

sugerindo variação cariotípica geográfica. Quanto a Steindachneridion parahybae 

trata-se da primeira caracterização cariotípica para essa espécie, que consta na lista 

de vermelha de animais em extinção, e apresenta semelhança com outras espécies 

congêneres.  
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7. Anexos 

 

Anexo I 

Parecer 02/2008 (protocolo 04509/08) da Subcomissão de Ética em Experimentação 

Animal da Universidade Estadual de Ponta Grossa. 
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Anexo II 

Licença permanente para coleta de material zoológico emitida pelo Instituto Brasileiro 

do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renováveis – IBAMA (proc. no. 15115-1). 
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Anexo III 
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Karyotypic variability in Iheringichthys labrosus (TELEOSTEI, PIMELODIDAE) 

from the Tibagi River basin (Parana state, Brazil) 
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Abstract 

Cytogenetic analyses were carried out in a populational sample of Iheringichthys 

labrosus from the Guaraúna River (Upper Tibagi River; Paraná state, Brazil) in order to 

provide a karyotypic comparison with another previously studied population from the 

Lower Tibagi River, characterized by the presence of 32m + 8sm + 6st + 10a (2n=56, 
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FN=102) and occurrence of supernumerary chromosomes (80% of individuals). The 17 

specimens of I. labrosus (6 females, 10 males and 1 of sex unknown) from the Upper 

Tibagi River showed 2n=56 chromosomes, a karyotype formula of 14m + 32sm + 4st + 

6a (FN=106), without evidences of sex chromosome heteromorphism or 

supernumerary chromosomes. The heterochromatin was detected at telomeric and 

centromeric positions in several chromosomal pairs. The nucleolar organizer regions 

(Ag+NORs) were heteromorphic and located at terminal position on short arms of the 

16th chromosomal pair, suggesting a positive association with heterochromatic regions. 

The inter-populational karyotypic differentiation reported indicates distinct evolutionary 

pathways within I. labrosus in the Tibagi River basin. 

 

Key words: karyotypic evolution, cytotaxonomy, heterochromatin, Ag+NORs. 

 

Introduction 

The Tibagi River basin comprises 550 km of the Tibagi River and 65 tributaries. 

Its ichthyofauna is composed of about 110 species, belonging predominantly to the 

orders Characiformes and Siluriformes (Shibatta et al., 2002). These species might 

present either a wide karyotypic variability in heterogeneous groups or a conserved 

karyotype structure (Artoni et al., 2000). 

Amongst Siluriformes, the family Pimelodidae has been characterized by a 

constant diploid number (2n=56) in most cytogenetically studied species (Dias and 

Foresti, 1993; Swarça et al., 2001). However, lower diploid numbers have been 

reported in some species, such as Pimelodella sp. (2n=46 chromosomes), along with 

some cases of remarkable inter-individual and inter-populational variability regarding 

2n values and the presence of supernumerary chromosomes (Dias and Foresti, 1993). 
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The demersal catfish I. labrosus, found in the Tibagi River and its major 

tributaries, ranges from small to medium sized individuals, with a grayish-silver 

coloration and small spots on the dorsal region (Shibatta et al., 2002). Previous studies 

have shown a diploid number of 2n=56 chromosomes for this species, together with 

the presence of supernumerary chromosomes in 80% of individuals within the sampled 

population (Carvalho et al., 2004; Carvalho and Dias, 2005; 2007). In the present 

work, another I. labrosus population, collected in the Upper Tibagi River basin, was 

cytogenetically analyzed in order to compare, under a cytotaxonomic basis, the 

present results with the available data for the population in the low portion of the Tibagi 

River. 

 

Material and Methods 

Seventeen specimens of Iheringichthys labrosus (6 females, 10 males and 1 

with sex unknown) were collected in the Guaraúna River, a left- margin tributary from 

the Upper Tibagi River basin (Ponta Grossa city, Paraná state, Brazil) (Figure 1). 

The fish specimens were captured using traps and transported alive, under 

appropriate oxygen conditions, to the Laboratory of Fish Cytogenetics at Universidade 

Estadual de Ponta Grossa (PR), in order to obtain mitotic chromosomes. The 

chromosomal preparation followed the methodology described by Bertollo et al. 

(1978). Vouched specimens were identified by Dr. O. A. Shibatta and deposited into 

the Zoology Museum at Universidade Estadual de Londrina (Londrina, PR). 

Heterochromatin regions were detected according to Sumner (1972) and 

chromosomes were stained with propidium iodide. The nucleolar organizer regions 

(Ag+NORs) were analyzed after silver nitrate staining (Howell and Black, 1980). 
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The karyotypes were organized into pairs in decreasing size order and 

chromosomes were classified as metacentric (m), submetacentric (sm), subtelocentric 

(st) and acrocentric (a), according to the arm ratio (Levan et al., 1964). 

 

Results 

The analysis of mitotic metaphases revealed the presence of 2n=56 

chromosomes in all studied specimens, without evidences of morphologically 

differentiated sex chromosome systems or supernumerary chromosomes. The 

karyotype is composed of 7 pairs of metacentric chromosomes, 16 pairs of 

submetacentric chromosomes, 2 pairs of subtelocentric chromosomes and 3 pairs of 

acrocentric chromosomes, with a fundamental number equal to 106 (Figure 2a). 

The constitutive heterochromatin was faintly detected, in small amounts, over 

telomeric and centromeric segments of several chromosomes, especially located in the 

telomeric regions of the 2nd chromosomic pair (Figure 2b). The nucleolar organizer 

regions were heteromorphic and located at terminal position on short arms of the 16 th 

submetacentric pair, associated with heterochromatic regions (Figure 2c). 

 

Discussion 

The diploid number of 2n=56 chromosomes is the most frequent 2n value 

reported in the family Pimelodidae, including Iheringichthys labrosus (Dias and Foresti, 

1993; Vissoto et al., 1999; Carvalho et al., 2004). Nevertheless, the karyotype formula 

(14m + 32sm + 4st + 6a) and a fundamental number (FN) of 106, as observed in the 

present study, for the population of I. labrosus from the Upper Tibagi River, differs from 

that previously reported for another population of this species from the Lower Tibagi 

River. In the latter, a karyotype formula with 32m + 8sm + 6st + 10a and a fundamental 

number (FN) of 102 was detected (Carvalho et al., 2004; Table 1). The differentiation 
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in the karyotype formula, showing either an increase or a decrease of chromosome 

arms without alterations in the diploid number (2n), suggests that non-Robertsonian 

chromosomal rearrangements have taken place, such as pericentric inversions, 

leading to the karyotypic variability observed in these populations. Although lower 

fundamental numbers have been regarded as a basal condition for some Siluriforme 

families, such as Loricariidae (Artoni and Bertollo, 2001; Kavalco et. al, 2005), 

ancestor features among distinct karyotypes can only be reliably defined by 

comparisons with outgroup comprising taxonomically related species, in order to 

polarize the transformation sequence in the fundamental number (FN). In this context, 

it is impossible to define, at the moment, which karyotypic formula of the I. labrosus is 

more conserved or derived. 

Another remarkable karyotypic differentiation between the two studied 

populations of I. labrosus can also be pointed out. The Lower Tibagi River population, 

studied by Carvalho et al. (2004), showed supernumerary chromosomes in 9 out of 11 

specimens (frequency=80%). Inversely, in our study comprising 17 specimens from 

the Upper Tibagi River, no evidences of supernumerary chromosomes were found. 

The presence of supernumerary chromosomes has been frequently reported in several 

neotropical fish groups, reflecting a putative condition of both random and parasitic 

meiotic segregation in relation to the standard complement (Camacho et al., 2000). 

These extra chromosomes have been considered important indicators of populational 

differences. For instance, Artoni et al. (2006), analyzing a migratory neotropical fish 

species (Prochilodus lineatus), detected differences in the number and morphology of 

supernumerary chromosomes between two populations from the Upper Paraná River 

basin. Although these chromosomes share a common origin, related to the formation 

of isochromosomes, the selective pressure on distinct populations have, supposedly, 

led to the outcome of both different types and frequencies of supernumerary 



Programa de Pós-Graduação em Biologia Evolutiva  

 

57 

chromosomes in each population of Prochilodus lineatus. A similar scenario might be 

hypothesized for the two populations of I. labrosus, or the presence of these 

distinguishable chromosomes could represent a single and apomorphic feature for I. 

labrosus from the Lower Tibagi River. 

The centromeric and telomeric poorly marked heterochromatin has been 

commonly observed in chromosomes of members of the family Pimelodidae 

(Fenocchio and Bertollo, 1992; Swarça et al., 2003). Nonetheless, I. labrosus from the 

Upper Tibagi River reveals the presence of conspicuous heterochromatic bands on 

both short and long arms of the 2nd metacentric pair, which might represent a 

cytogenetic marker for the population herein analyzed. Such a situation has been 

frequently reported in some species of pimelodids and heptapterids, suggesting that 

this chromosome could constitute a shared feature and a marker trait for both families 

(Garcia and Moreira-Filho, 2005). 

Heteromorphisms of nucleolar organizer regions are very common in fish and 

they are likely determined by unequal cross-over, gene duplication, transposition or 

other rearrangements involving homologous chromosomal segments (Borin and 

Martins-Santos, 2000; Vicari et al., 2003; 2006). Such NOR heteromorphic condition 

has already been formerly reported in a population of I. labrosus from the Capivara 

reservoir, Paraná, Brazil (Carvalho and Dias, 2007). Thus, this polymorphic variability 

involving activity of ribosomal cistrons is also present in I. labrosus from the Upper 

Tibagi River, although the presence of a single nucleolar organizing chromosomic pair 

seems to be common and ancestral among the pimelodids. 

In conclusion, the karyotypic differentiation found among the populations of I. 

labrosus indicates that these groups could be restricted in their environmental range 

related to distinct evolutionary pathways for each population. The behavior of the 

studied species, a non-migratory demersal fish, would favor the degree of karyotypic 
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differentiation found, reinforcing the possible occurrence of reproductively isolated 

populations within the same hydrographic basin. 
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Table 1. Frequency of B chromosomes in somatic cells of Iheringichthys labrosus from 

the Tibagi River basin. (M) = male; (F) = female; (I) = sex unknown; (2n) = diploid 
number; (FN) = fundamental number; (1) Present work; (2) Carvalho et al. (2004). 

 

Individual 

number/ sex 

2n/FN/Karyotype Number of B-chromosomes Total 

of 

cells 

Ref. 

  0 1 2 3   

1 F 56 / 106 / 14m+32sm+4st+6a 11 0 0 0 11 1 

2 M 56 / 106 / 14m+32sm+4st+6a 32 0 0 0 32 1 

3 M 56 / 106 / 14m+32sm+4st+6a 14 0 0 0 14 1 

4 F 56 / 106 / 14m+32sm+4st+6a 37 0 0 0 37 1 

5 I 56 / 106 / 14m+32sm+4st+6a 3 0 0 0 3 1 

6 F 56 / 106 / 14m+32sm+4st+6a 12 0 0 0 12 1 

7 M 56 / 106 / 14m+32sm+4st+6a 8 0 0 0 8 1 

8 M 56 / 106 / 14m+32sm+4st+6a 5 0 0 0 5 1 

9 F 56 / 106 / 14m+32sm+4st+6a 4 0 0 0 4 1 

10 M 56 / 106 / 14m+32sm+4st+6a 17 0 0 0 17 1 

11 M 56 / 106 / 14m+32sm+4st+6a 15 0 0 0 15 1 

12 M 56 / 106 / 14m+32sm+4st+6a 11 0 0 0 11 1 

13 M 56 / 106 / 14m+32sm+4st+6a 5 0 0 0 5 1 

14 M 56 / 106 / 14m+32sm+4st+6a 9 0 0 0 9 1 

15 M 56 / 106 / 14m+32sm+4st+6a 6 0 0 0 6 1 

16 F  56 / 106 / 14m+32sm+4st+6a 21 0 0 0 21 1 

17 F 56 / 106 / 14m+32sm+4st+6a 4 0 0 0 4 1 

18 F 56 / 102 / 32m+8sm+6st+10a 23 7 0 0 30 2 

19 M 56 / 102 / 32m+8sm+6st+10a 28 1 0 0 29 2 

20 F 56 / 102 / 32m+8sm+6st+10a 31 4 0 0 35 2 

21 M 56 / 102 / 32m+8sm+6st+10a 34 0 0 0 34 2 

22 F 56 / 102 / 32m+8sm+6st+10a 37 0 0 0 37 2 

23 M 56 / 102 / 32m+8sm+6st+10a 22 10 7 8 47 2 

24 F 56 / 102 / 32m+8sm+6st+10a 13 27 4 4 48 2 

25 F 56 / 102 / 32m+8sm+6st+10a 9 11 8 4 32 2 

26 F 56 / 102 / 32m+8sm+6st+10a 48 4 0 0 52 2 

27 M 56 / 102 / 32m+8sm+6st+10a 52 2 0 0 54 2 

28 I 56 / 102 / 32m+8sm+6st+10a 22 6 4 2 54 2 
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Figure 1: Map of Paraná state, Brazil, focusing on the Tibagi River basin. (A) Upper 
Tibagi River, (B) Middle Tibagi River and (C) Lower Tibagi River. 

 

Figure 2: Karyotype and mitotic metaphase chromosomes of Iheringichthys labrosus 

from Upper Tibagi River after Giemsa staining (a), C-banding stain with propidium 
iodide (b) and impregnation with silver nitrate (c), respectively. The arrows indicate a 
metacentric chromosomal pair with bitelomeric heterochromatin segments in (b) and 
the chromosomes bearing Ag+NORs in (c). 
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Anexo IV 

Protocolo de Estimulação de Mitoses (OLIVEIRA et al.,1988) 

1) Preparar uma solução de fermento biológico na seguinte proporção: 05 g de 

fermento, 1,5 g de açúcar e 6 ml de água destilada; 

2) Incubar a solução em estufa a 37°C por cerca de 10 min; 

3) Injetar a solução na região dorso-lateral do peixe, na proporção de 1 ml por 

100g de peso do animal; 

4) Manter o animal em aquário bem aerado no período de 48h antes do sacrifício. 

Anexo V 

Preparação Direta para Obtenção de Cromossomos Mitóticos de Peixes (BERTOLLO 

et al., 1978) 

1) Injetar, na região intra-abdominal, solução aquosa de colchicina (0,025%) na 

proporção de aproximadamente 1 ml / 100 g de peso do animal; 

2) Deixar o peixe em aquário bem aerado, por um período de 40 a 50 min; 

3) Sacrificar o animal, após anestesia por imersão em solução aquosa por 

benzocaína 1%, retirando a parte anterior do rim. Transferir o material para uma 

pequena cuba de vidro, contendo 10 ml de uma solução hipotônica de KCL (0,075M); 

4) Dissociar o material com o auxílio de pinças de dissecção, complementando 

esse processo com o auxílio de seringas, até que se obtenha uma solução aquosa 

homogênea; 

5) Transferir 15 ml da solução obtida para um tubo de centrífuga e incubar este no 

interior de uma estufa a 37°C por 30 a 40 min; 

6) Retirar o tubo da estufa e adicionar 600 µl de fixador gelado (metanol e ácido 

acético na proporção de 3:1, respectivamente); misturar levemente a mistura com uma 

pipeta Pasteur e deixar em repouso por 1 min à temperatura ambiente; 

7) Levar à centrífuga (900 ± 100 rpm) por 10 min; 
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8) Retirar o sobrenadante e ressuspender o precipitado em cerca de 10 ml de 

fixador; centrifugar por 10 min a 900 ± 100 rpm; 

9) Repetir o item 8 por três ou quatro vezes, para uma completa fixação e 

lavagem das células em suspensão; 

10)  Pingar o material sobre lâminas aquecidas em água a 59ºC ou estocar em 

microtubos do tipo Eppendorf em freezer a -20ºC;* 

* Deixar secar ao ar caso opte por pingar o material na lâmina. As lâminas podem ser 

guardadas após em congelador por período longo variável. 

Anexo VI 

Detecção das Regiões Organizadoras de Nucléolos (NORs) através da 

Impregnação com Nitrato de Prata (AgNO3). (HOWELL e BLACK,1980) 

O procedimento utilizado seguiu a técnica descrita originalmente por HOWELL 

& BLACK (1980), sendo utilizadas duas soluções: 

 Solução A (solução coloidal reveladora): 1 g de gelatina muito bem dissolvida em 

50 ml de água destilada acrescida de 0,5 ml de ácido fórmico. 

 Solução B (solução de nitrato de Prata): 1 g de AgNO3 dissolvida em 2 ml de água 

destilada. Depois de preparadas essas soluções devem ser mantidas em frascos 

escuros, a 4°C. 

O procedimento para a coloração das Ag+NORs foi o seguinte: 

1) Pingar 150 µl da solução A e 300 µl da solução B sobre o material na lâmina e 

cobrir com lamínula; 

2) Deixar as lâminas sobre um suporte no interior de um banho-maria ou dentro 

de uma estufa a 60°C. Em aproximadamente 3 minutos, a mistura das soluções se 
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torna marrom dourada, e após isso, lavar a lâmina em água corrente, retirando a 

lamínula e deixar secar em temperatura ambiente; 

3) Corar as lâminas com Giemsa, diluída 5% em tampão fosfato (pH = 6,7) por 

aproximadamente 3 minutos e deixar em temperatura ambiente (aproximadamente 

37°C). 

Anexo VII 

Bandamento C (SUMNER, 1972) 

Para coloração diferencial de regiões cromossômicas heterocromáticas seguiu-

se o método de SUMNER (1972), com adaptações como segue: 

1) Hidrolisar uma lâmina com preparações cromossômicas previamente preparada em 

HCl 0.2N a 42ºC por 6 minutos e lavar em água destilada; 

2) Colocar a lâmina em uma solução saturada de Ba(OH)2 por cerca de 1 minuto; 

3) Lavar a lâmina rapidamente em HCl 0.2N para retirar o excesso da base e em 

seguida lavar em água destilada; 

4) Incubar a lâmina em estufa a 60ºC em um recipiente contendo 2xSSC por cerca de 

60 minutos e após esse procedimento lavar em água destilada; 

5) Corar a lâmina com Giemsa 10% em tampão fosfato pH=6,7 por aproximadamente 

10 minutos; 

6) Lavar a lâmina em água corrente e deixar secar a temperatura ambiente. 

Anexo VIII 

Localização Cromossômica de Sondas de DNAr 5S e 18S por Hibridação in situ 

Fluorescente (FISH). (PINKEL et al.,1986; HATANAKA e GALETTI Jr., 2004; 

MARTINS e GALETTI Jr., 1999) 

Marcação da sonda por nick translation (Kit Nick Translation Biotin ou 

digoxigenin - ROCHE) 

1. pipetar os seguintes componentes em tubo de 1,5 ml no gelo: 
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2. x l água qsp; 

3. x l sonda (1 g); 

4. 4 l mix de nick; 

5. completar para o volume total de 20 l; 

6. interromper com 1 l de EDTA 0,5 M pH 8,0; 

7. aquecer por 10 min à 65 C. 

Tamanho dos fragmentos em gel 

1. 2 l da reação de nick translation 

2. 1 l de azul de bromofenol 

3. aplicar em gel de agarose 0,8% mais brometo de etídeo (1 l); 

4. correr a amostra por 20 a 30 minutos e checar o tamanho dos fragmentos. 

 

 Fluorescent in situ hybridization – Protocolo p/ 10 lâminas 

Tratamento com RNAse 

1. Lavar as lâminas em tampão PBS 1x durante 5 min. em temperatura ambiente 

(shaker); 

2. Desidratar as lâminas em série alcoólica 70, 85 e 100%, 5 min cada (secar); 

3. Incubar as lâminas em 100 l de RNAse (O,4% RNAse/2xSSC) a 37 C por 1h 

em câmara úmida com água milli-Q; 

4. Lavar 3 x por 5 min em 2xSSC; 

5. Lavar durante 5 min em PBS 1x. 

OBS. Durante a incubação na RNAse preparar o mix de hibridação, a formamida 

a 70% a 70ºC e o formaldeído; 

Tratamento com Pepsina (opcional – pular para passo 8) 

6. Incubar as lâminas por 10 min em solução de pepsina 0,005% (em 10mM HCl) 

a 37 C; 

7. Lavar em PBS 1x durante 5 min (shaker) a temperatura ambiente; 

Fixação 

8. Fixar em formaldeídeo 1% em PBS 1x/50mM MgCl2 durante 10 min a 

temperatura ambiente; 
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9. Lavar em PBS 1x por 5 min. (shaker); 

10. Desidratar as lâminas em série alcoólicas (70, 85, 100 %) por 5 min cada; 

Pré-hibridação 

11. Simultaneamente a desidratação em série alcoólica desnaturar a solução de 

hibridação a 100ºC por um período de 10 min e passá-la imediatamente ao 

gelo; 

12.  Desnaturar o DNA cromossômico com formamida 70% em 2xSSC a 70ºC por 

5 min; 

13. Desidratar o material em série alcoólica 70, 85 e 100% durante 5 min cada. 

Obs. A série alcoólica deverá estar a –20ºC; 

Hibridação 

14. Preparar a câmara úmida a 37ºC (IMPORTANTE); 

15. Montar cada lâmina com 50 l de solução de hibridação, cobrir com lamínula e 

deixar overnight a 37ºC; 

Solução de Hibridação: (estringência 77%) sonda única 

- 200 l  Formamida (50% de Formamida); 

- 80 l Sulfato de Dextrano 50% (conc final de 10%); 

- 40 l de 20xSSC (conc final 2xSSC); 

- 72 l de H2O qsp. Acrescentada a sonda seca. 

- Volume final 400 l. 

Solução de Hibridação: (estringência 77%) duas sondas (DOUBLE FISH) 

- 200 l  Formamida (50% de Formamida); 

- 80 l Sulfato de Dextrano 50% (conc final de 10%); 

- 40 l de 20xSSC (conc final 2xSSC); 

- 36 l de H2O qsp. Acrescentada a sonda A 

- 36 l de H2O qsp. Acrescentada a sonda B 

- Volume final 400 l. 
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Lavagens – Segundo dia 

16. Lavar 2 vezes em formamida 15%/0,2xSSC pH 7.0 a 42 ºC durante 10min cada 

(Shaker); 

17. Lavar as lâminas 3 vezes em 0,1xSSC a 60ºC, por 5 min cada (Shaker); 

18. Lavar durante 5min em solução de Tween 0,5%/4xSSC, ambiente (Shaker); 

Bloqueio 

19. Incubar as lâminas em tampão 5% NFDM/4xSSC por 15 minutos; 

OBS. Antes de incubar alicotar 5 tubos com 1000 l cada do tampão 5% 
NFDM/4xSSC 

 

20. Lavar 2 x 5min com Tween 0,5%/4xSSC, ambiente (Shaker); 

Detecção de duas sondas DOUBLE FISH (continuar do passo 20) 

OBS. montar o mix de anticorpos respeitando as concentrações do fabricante.  

21c. montar um mix contendo 994 l NFDM + 1 l de avidina FITC conjugada + 5 l 

de anti digoxigenina rodamina conjugada. 

22c. Incubar as lâminas com 100 l cada do mix de anticorpos durante 1 h em câmara 

úmida e escura, a temperatura ambiente; 

23b. Lavar 3 x 5min com Tween 0,5%/4xSSC, ambiente (Shaker); 

24b. Desidratar em álcool 70, 85 e 100%, 5 min. cada (secar); 

Montagem das lâminas com DAPI 

21. Misturar 400 l de antifading mais 1 l de dapi (0,2 mg/mL); 

22. Colocar 50 l da mistura e cobrir com lamínula. Guardar no escuro. 
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