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RESUMO 

 

A endogamia tende a reduzir a variabilidade genética intrapopulacional, aumentando a 

frequência de alelos deletérios que normalmente expressam-se em homozigose recessiva. Por 

consequência, populações consanguíneas, sobretudo quando pequenas e isoladas, podem sofrer 

influências negativas no valor adaptativo e vulnerabilidade à extinção. Em populações naturais, 

devido à mecanismos fisiológicos e comportamentais, espera-se que o endocruzamento seja 

evitado. Entretanto, os organismos estudados nesse trabalho, caracterizam uma população 

pequena de peixes neotropicais (Psalidodon aff. fasciatus), popularmente conhecidos como 

lambaris, que habitam um ambiente natural com rara configuração geológica em forma de poço 

(Furna 2 do Parque Estadual de Vila Velha), refletindo em um isolamento intra e 

interespecífico, sendo assim, a endogamia não pode ser evitada entre esses peixes. Nesse 

sentido, o objetivo desse trabalho consistiu na investigação de efeitos do isolamento 

populacional, considerando aspectos morfológicos e reprodutivos da espécie. Para isto, análises 

morfométricas foram aplicadas em radiografias digitais a fim de investigar malformações 

congênitas. Também, foi realizada análise histológica dos órgãos reprodutores, para a 

caracterização dos estádios de desenvolvimento gonadal. Bem como, determinou-se a razão 

sexual, a relação peso-comprimento e fator de condição relativo (Kn). Os resultados apontam 
indivíduos com deformidades na coluna com uma ampla variação no número de vértebras caudais, 

e deformações corporais suportadas pelo corpo achatado e curvatura na coluna vertebral, o que 

reflete a ausência de fluxo gênico e endogamia nessa população. Um potencial modelo para 

estudos em Evo-Devo. A proporção sexual apresentou uma predominância significativa de 

machos (1M: 0,6 F). A relação peso total e comprimento total foi WT = 0.0002 LT
 2.3039, 

apresentando um crescimento alométrico negativo, indicando, portanto, uma maior alocação de 

energia no comprimento do que em peso. O bem-estar foi determinado individualmente, não 

foi observado diferença significativa entre os sexos, ambos com o valor médio de Kn = 0.95. 

Foram caracterizados cinco estádios de desenvolvimento gonadal, sendo: repouso, maduro 

inicial, maduro, parcialmente vazio e totalmente vazio, semelhante a outros lambaris. Os 

resultados obtidos sugerem que o isolamento natural esteja se refletindo em efeitos de 

endogamia, sensivelmente percebido pela ocorrência de malformações congênitas, e isso pode 

ter implicações para o valor adaptativo da população. 

 

Palavras-chave: Endogamia. População Natural. Valor Adaptativo. Desenvolvimento 

Gonadal. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

Inbreeding decreases intrapopulational genetic variability, increasing the frequency of 

deleterious alleles that are normally expressed only in recessive homozygosis. Consequently, 

inbreeding populations, especially when small and isolated, may suffer negative influences on 

the adaptive value and vulnerability to extinction. In natural populations, due to physiological 

and behavioral mechanisms, inbreeding is expected to be avoided. However, the organisms 

studied in this work, characterize a small population of neotropical fish (Psalidodon aff. 

fasciatus), popularly known as lambaris, that live a natural environment with a rare geological 

configuration, in the shaped of well (Furna 2 Vila Velha State Park) reflecting in an intra and 

interspecific isolation, therefore, inbreeding cannot be avoided among these fish. This way, the 

objective of this work was to investigate the effects of population isolation, considering 

morphological and reproductive aspects of the species. To this, morphometric analyzes were 

applied on digital radiographs in order that investigate congenital malformations. Also, 

histological analysis of organs reproductive organs was carried out to characterize the stages of 

gonadal development. Not only, sex ratio, weight-length relationship and relative condition 

factor (Kn) were determined. The results indicate fish with spinal deformities, including wide 

variation in the number of caudal vertebrae and corporal deformations related to a flattened 

body and spinal curvature, reflecting the absence of gene flow and inbreeding in this population. 

A potential model into Evo-Devo studies. The sexual proportion showed a significant 

predominance of males (1M: 0,6 F). The total weight and total length relationship was WT = 

0.0002 LT
 2.3039, showing a negative allometric growth, indicating a greater allocation of energy 

in length than in weight. Welfare index was determined individually. No significant difference 

was observed between the sexes, both had a mean value of Kn = 0.95. Five stages of gonadal 

development were characterized being resting, initial ripe, mature, partially spent, totally spent, 

similar to the other lambaris. The results obtained suggest that the natural isolation is being 

reflected in inbreeding effects, sensitively perceived by the occurrence of congenital 

malformations, and this may have implications for the adaptive value of the population. 

 

Keywords: Inbreeding. Natural Populations. Adaptive Value. Gonadal Development 
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1 INTRODUÇÃO GERAL 

 

1.1 CARACTERIZAÇÃO DO PARQUE ESTADUAL DE VILA VELHA 

 

1.1.1 Aspectos gerais do parque 

 

O Parque Estadual de Vila Velha (PEVV) abrange uma área de 3.122,11 ha, localiza-

se entre as coordenadas 25º12’34’’ e 25º15’35’’ S, 49º58’04’’ e 50º03’37’’ W no segundo 

planalto paranaense (Figura 1), região dos Campos Gerais, município de Ponta Grossa 

(CAMPOS; DALCOMUNE, 2011). Encontra-se no curso superior da bacia do rio Tibagi, e 

envolve a bacia do rio Quebra Perna e do rio Guabiroba (CAMPOS; DALCOMUNE, 2011). O 

clima no local é do tipo Cfb, de acordo com a classificação de Koeppen, clima temperado, com 

temperatura média anual de 17,8° C (CAMPOS; DALCOMUNE, 2011). A precipitação anual 

média é de 1554 mm, sendo janeiro e agosto os meses mais chuvoso e seco, respectivamente 

(IAP, 2004). 

 

Figura 1 – Mapa representando a localização do PEVV. 
 

 

Fonte: Adaptado de IAP (2004); KOVALSYKI (2016) 

 

O PEVV foi instituído como Unidade de Conservação (UC) no ano de 1953, visando 

garantir a conservação de seu rico patrimônio natural (MELO et al., 2011). A UC tem grande 

relevância científica e turística, pois abriga diferentes ecossistemas, relevos de exceção, e 
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espécies endêmicas de flora e fauna (MELO et al., 2011). Dentre as formas características de 

relevo existentes no PEVV, podem ser citados, os escarpamentos, morros, testemunhos, fendas 

e furnas (MELO et al., 2011). Os atrativos que se destacam estão retratados na Figura 2.  

 

Figura 2 – Atrativos PEVV. Em (a) Escultura em arenito com formato de taça, (b) Furna 2 no PEVV, 

© Lagoa Dourada. 

 

 

Fonte: A autora 
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1.1.2 Furnas 

 

A região dos Campos Gerais apresenta paisagens cênicas decorrentes de processos e 

fenômenos geológicos há milhões de anos. No PEVV as transformações geológicas tiveram 

início no Ordoviciano superior, durante a formação da bacia do Paraná (ASSINE, 1996). A 

Formação Furnas com idade siluro-devoniana (entre 395 e 421 milhões de anos) destaca-se na 

região (GUIMARÃES et al., 2007). São feições no relevo resultantes do processo de 

carstificação da rocha, constituída predominantemente por quartzo (MELO et al., 2011).  

As furnas estão entre as formas de relevo mais marcantes da região, representando um 

patrimônio geológico único no PEVV, são conhecidas como “poços de desabamento” (MELO; 

GIANNINI, 2007). Isso porque se formaram pela ação de águas pluviais acidificadas, que 

devido a vasta rede de fraturas existentes nos arenitos tiveram a infiltração facilitada 

(LETENSKI et al., 2011). Como consequência, o mineral caulinita que faz a ligação com o 

quartzo foi dissolvido lentamente, e, por meio da circulação da água no arenito esses materiais 

foram removidos, assim, ocorreu naturalmente a escavação das cavidades subterrâneas que 

cresceram em direção à superfície resultando no colapso do teto rochoso (LETENSKI et al., 

2011). 

No PEVV são encontradas várias furnas, com algumas se destacando (Figura 3), dentre 

elas, a Furna 1, 2 e 4, que possuem lagos formados pelo lençol freático, a Furna 3 com ausência 

de água, e a Lagoa Dourada, uma furna assoreada em estágio terminal que recebe águas 

barrentas com sedimentos suspensos durante as inundações (MELO; GIANNINI, 2007; MELO 

et al., 2011). 
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Figura 3 – Representação das furnas e Lagoa Dourada. 

 
 
Fonte: Adaptado de MAYER (2020) 

 

Esses poços de desabamento no PEVV possuem diâmetro médio de 80m, lâmina de 

água de 50m de profundidade e paredes atingindo até 110m (CAMPOS; DALCOMUNE, 

2011). As furnas possuem características geológicas exclusivas, abrigando espécies de flora e 

fauna altamente especializadas às condições desses microambientes, especialmente ao se 

considerar os ambientes aquáticos (IAP, 2004). 

 

1.1.3 Ictiofauna do PEVV  
 

O rio Guabiroba, formado pela união do rio Barrozinho e rio Quebra Perna (Figura 4), 

contribui para a diversidade ictiológica do parque, pois, o contato do rio Guabiroba com as 

lagoas existentes na UC permite o deslocamento de espécies migradoras no período reprodutivo 

(SOUZA-MICHELS et al., 2011). A Lagoa Dourada é um desses ambientes com grande 

diversidade de espécies de peixes regionais, e exerce papel fundamental na reprodução e 

sobrevivência dessas espécies, garantindo a manutenção da diversidade de peixes existentes na 

UC (ARTONI; ALMEIDA, 2003; ARTONI; SHIBATTA, 2006). 
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Figura 4 – Bacia total do Rio Guabiroba 

 

 

Fonte: IAP (2004) 

 

Ainda, as lagoas do parque possuem microambientes que servem como local de 

refúgio e desova, além de representarem fonte energética para os peixes, pois, possuem troncos 

e galhos, plantas macrófitas nas margens e no fundo de suas águas, e uma importante 

macrofauna de invertebrados (Figura 5). (SOUZA-MICHELS et al., 2011).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



18 

Figura 5 – Microambientes  nas lagoas 

 

Fonte: A autora 

 

Os representantes das ordens Characiformes e Siluriformes são predominantes na 

composição da ictiofauna do PEVV, assim como ocorre em toda região Neotropical 

(LÉVÊQUE et al., 2008). A fauna de peixes apresenta similaridade entre as lagoas como 

consequência de fatores abióticos correspondentes, já que a maioria das lagoas são furnas que 

sofreram assoreamento (SOUZA-MICHELS et al., 2011). 

Ao se considerar as furnas, não são encontradas espécies de peixes, com exceção da 

Furna 2. Um ambiente extremamente vulnerável, que abriga em suas águas lênticas uma 

espécie isolada e endêmica de peixe, pequenos caracídeos popularmente conhecidos como 

lambaris (SHIBATTA; ARTONI 2005). Cabe ressaltar que esses lambaris também foram 

verificados na Furna 1 do PEVV, mas que essa população foi extinta devido à eutrofização da 
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água desencadeada pelos excrementos liberados no período reprodutivo de aves que habitam o 

local (MATOSO  et al., 2002; MATOSO et al., 2010). 

 

1.2 DIVERSIDADE E RECLASSIFICAÇÃO DA ESPÉCIE Astyanax fasciatus 

 

Os peixes detêm uma grande riqueza, representando aproximadamente 50% de 

todos os vertebrados, com mais de 33 mil espécies descritas (VAZZOLER, 1996; 

FROESE; PAULY, 2018). Isso reflete em peixes com uma variedade de formas e padrões 

de ciclo de vida, que habitam lugares com inúmeras condições bióticas e abióticas 

(VAZZOLER, 1996). Na região Neotropical se concentra a mais rica e diversa ictiofauna 

de água doce do planeta (LOWE McCONNELL, 1999; REIS; KULLANDER; FERRARIS, 

2003). Os Characiformes compreendem um dos maiores grupos de peixes da região 

Neotropical (NELSON, 2006). Essa ordem possui uma diversificada ictiofauna, com 

animais variando consideravelmente em morfologia e tamanho, que vivem em ambientes 

lóticos e lênticos, e exibem distintos hábitos alimentares (MOREIRA, 2007) e de reprodução 

(VAZZOLER, 1996).  

Astyanax Baird & Girard, 1854 pertence à família Characidae, a mais complexa dentre 

a ordem dos Characiformes (OLIVEIRA et al., 2011). São dominantes na América do Sul com 

uma diversidade de tamanhos e formas corporais (GERY, 1977), com mais de 150 espécies 

descritas e distribuídas em praticamente todos os cursos de água da região Neotropical 

(MIRANDE, 2010; ESCHMEYER; FONG, 2017). O número diploide para esses caracídeos 

varia entre 2n=36, 46, 48 e 50 cromossomos (MORELLI et al., 1983), com esse último sendo 

o mais frequente e também considerado o 2n ancestral (KAVALCO; MOREIRA-FILHO, 

2003). Ainda, “complexos de espécies” são relatados para o grupo, podendo ser destacado o 

complexo de espécies crípticas Astyanax fasciatus (Cuvier, 1819) onde o número 

cromossômico varia de 2n=45 a 2n=50 (ARTONI et al., 2006; PAZZA; KAVALCO; 

BERTOLLO, 2006).  

A filogenia desse grupo é um dos maiores desafios para a sistemática de peixes 

neotropicais, e, uma classificação estável ainda não pôde ser estabelecida (TERÁN; BENITÉZ; 

MIRANDE, 2020). Uma vez que, por compartilharem características morfológicas muito 

similares, a identificação e delimitação entre as espécies é dificultada (ORNELAS-GARCIA et 

al., 2008; MIRANDE, 2010; OLIVEIRA et al., 2011). O gênero já foi considerado dentro da 

subfamília Tetragonopterinae, e, atualmente é reconhecido como Incertae sedis, (LIMA et al., 

2003; SILVA et al., 2020). Contudo, em uma recente revisão taxonômica inicial baseada em 
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caracteres morfológicos e moleculares, o não monofiletismo do grupo foi apontado, resultando 

na reclassificação de várias espécies atribuídas ao gênero. Dentre elas, o complexo Astyanax 

fasciatus, realocado para o gênero Psalidodon Eigenmann, 1911 agora reconhecida como 

Psalidodon fasciatus (Cuvier, 1819) (PASA et al., 2021; TERÁN; BENITÉZ; MIRANDE, 

2020). 

 

1.3 OCORRÊNCIA DE Psalidodon aff. fasciatus NA REGIÃO DO PEVV 

 

No Rio São Francisco, alto curso do Rio Paraná, são encontrados os verdadeiros 

representantes da espécie Psalidodon fasciatus. Indivíduos oriundos de diferentes lugares 

possivelmente são espécies distintas (MELO, 2005; PASA et al., 2021). Esses peixes possuem 

a nadadeira caudal com coloração avermelhada, são onívoros, e apresentam comprimento 

médio de 10 cm (GARCIA et al., 2001; REIS; KULLANDER; FERRARIS, 2003). Entretanto, 

alguns autores ainda consideram a espécie distribuída em outros locais, como Argentina e 

México (SCHMITTER-SOTO, 2017). Apesar de ter sido reconhecido como um complexo de 

espécies (ARTONI et al., 2006, PAZZA; KAVALCO; BERTOLLO, 2006), Psalidodon 

fasciatus continua sendo utilizado na literatura para identificar populações que não pertencem 

à espécie. Devido à semelhança morfológica, os indivíduos encontrados no rio Tibagi e seus 

afluentes são identificados como Psalidodon aff. fasciatus (Figura 6). 

 

Figura 6 – Psalidodon aff. fasciatus coletado na Furna 2 do Parque Estadual de Vila Velha, Brasil (CP 8cm). 

 

 
Fonte: Arquivo pessoal de Luz Elena de La Ossa Guerra 

 

A ocorrência simpátrica de lambaris do gênero Psalidodon foi detectada no alto rio 

Tibagi e Lagoa Dourada, com 2n=48 e 2n=50 cromossomos (ARTONI; ALMEIDA, 2003). 
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Também, Artoni et al. (2006) incluindo exemplares do rio Cará-Cará, identificaram três citótipos 

distintos na região, designados A, B e C. O citótipo A com 2n=48 (6m+18sm+14st+10ª) e B 

com 2n=50 (8m+18sm+14st+10ª) cromossomos exibiram similaridade na distribuição da 

heterocromatina constitutiva, enquanto o citótipo C apresentou número diploide e fórmula 

cariotípica idêntica ao citótipo B, porém, mostrou-se divergente dos demais quanto à 

distribuição da heterocromatina constitutiva (ARTONI et al., 2006), corroborando, portanto, 

com o complexo de espécies crípticas apontado por Artoni e Almeida (2003). 

Entretanto, diferindo dos demais peixes da região, os lambaris da Furna 2 apresentaram 

exclusivamente 2n=48 cromossomos (6m+18sm+14st+10ª) (ARTONI; ALMEIDA, 2003; 

ARTONI et al., 2006). Exibindo cariótipos semelhantes entre machos e fêmeas, além da 

ausência de um sistema de cromossomos sexuais morfologicamente diferenciado, já as regiões 

organizadoras de nucléolos (Ag-RONs) foram localizadas nos pares cromossômicos 4 e 5 na 

região distal do braço curto, e a heterocromatina constitutiva revelou-se distribuída 

preferencialmente na região telomérica dos cromossomos acrocêntricos (ARTONI; 

ALMEIDA, 2003; GROSS et al., 2004). Ademais, Gross et al. (2004) relataram um caso de 

triploidia em uma fêmea, com 2n=3x=72 cromossomos (9m+27sm+21st+15ª). Em decorrência 

destes estudos, foi sugerido que as populações de Psalidodon aff. fasciatus do rio Tibagi e 

PEVV são geneticamente diferentes (MATOSO et al., 2010). 

 

1.4 ENDOGAMIA NA NATUREZA 

 

Populações naturais sujeitas à endogamia podem apresentar dificuldades para a sua 

manutenção no ambiente, pois, o endocruzamento tende a reduzir a variabilidade genética 

intrapopulacional, diminuindo a porcentagem de heterozigotos. Assim, os alelos deletérios que 

normalmente expressam-se em homozigose recessiva aumentam em frequência (KELLER; 

WALLER, 2002). Por consequência, populações endogâmicas tornam-se mais suscetíveis à 

mortalidade influenciada pelo ambiente, às doenças, à predação, e têm a taxa de crescimento e 

reprodução afetadas, além da maior vulnerabilidade à extinção (AULSTAD; KITTELSEN, 

1971; GILPIN; SOULÉ, 1986; KELLER; WALLER, 2002). Ainda, fatores de origem genética 

podem ser atribuídos a deformidades morfológicas encontradas em  peixes, entretanto, o 

conhecimento acerca desse processo é limitado (KINCAID, 1976; GJERDE; PANTE; 

BAEVERFJORD, 2005; JAGIEŁŁO et al., 2017). 

Embora a endogamia possa influenciar no fitness, sobretudo quando ocorre em 

populações pequenas e isoladas, o custo da consanguinidade em populações naturais permanece 

https://www-nature.ez82.periodicos.capes.gov.br/articles/6885530#ref-CR23
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em grande parte desconhecido e controverso (CRNOKRAK; ROFF, 1999), especialmente ao 

considerar os peixes, já que grande parte dos estudos se concentra em espécies de interesse 

comercial (FROMMEN et al., 2008). Isso porque além da dificuldade de estimativas na 

natureza, as populações selvagens tendem a evitar o endocruzamento, e caso este ocorra, 

espera-se que fisiologicamente ou comportamentalmente sejam capazes de lidar com os 

efeitos genéticos deletérios antes que se manifestem em um nível fenotípico (PUSEY; 

WOLF, 1996; CRNOKRAK; ROFF, 1999). 

Um isolamento populacional consistente foi apontado na Furna 2 do PEVV (ARTONI 

et al., 2006). Além disso, nesse ambiente foram encontrados indivíduos com alterações 

morfológicas para o padrão da espécie, especialmente na coluna vertebral, fenótipo o qual 

possivelmente é resultado da endogamia e ausência do fluxo gênico (GROSS et al., 2004; 

ARTONI; ALMEIDA, 2003). Ressaltando que, além das anomalias encontradas, o 

endocruzamento pode ser um dos fenômenos responsáveis pela menor variabilidade genética 

sugerida para os peixes da Furna 2 com o emprego de marcadores RAPD (MATOSO et al., 

2004). Embora tenham sido realizados alguns estudos com esses lambaris, especialmente 

voltados para a genética, o conhecimento acerca dessa população ainda é limitado, sendo 

necessário mais esforços para desvendar aspectos da sua biologia evolutiva.  

Tendo em vista que os Psalidodon aff. fasciatus que vivem na Furna 2 do PEVV 

representam uma população endêmica, isolada intra e interespecificamente (ARTONI et al., 

2006; SHIBATTA; ARTONI, 2005), bem como, considerando a limitação existente acerca dos 

efeitos do endocruzamento nessa população, investigar as possíveis consequências resultantes 

da endogamia ajudará a compreender como a população se mantém viável. 

Deste modo, a morfometria geométrica (MG) surge como ferramenta alternativa para 

analisar as deformações vertebrais encontradas nessa população. Uma vez que, a morfometria 

geométrica consiste no estudo da variação na forma, onde são utilizados marcos anatômicos ou 

contornos, permitindo uma descrição morfológica precisa, fornecendo meios eficazes para a 

visualização e interpretação dos resultados (ZELDITCH et al., 2004). Dentre suas inúmeras 

aplicações, esse método é amplamente utilizado no estudo com peixes (PONTON, 2006; 

CLABAUT et al., 2007; IBAÑEZ; COWX; O’HIGGINS, 2007; PERAZZO et al., 2019; 

ASTUTI et al., 2020). 

 

 

 

 

https://www-nature.ez82.periodicos.capes.gov.br/articles/6885530#auth-1
https://www-nature.ez82.periodicos.capes.gov.br/articles/6885530#auth-2
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1.5 BIOLOGIA REPRODUTIVA DE TELEÓSTEOS COM ÊNFASE NOS 

CARACÍDEOS 

 

As variadas estratégias e táticas reprodutivas encontradas no grupo dos teleósteos 

estão estreitamente relacionadas com o início das chuvas, temperaturas elevadas e nível da 

água (LOWE McCONNELL, 1999). Também, em última instância, são responsáveis por 

garantir o sucesso reprodutivo de uma espécie em diferentes ambientes (VAZZOLER, 

1996). A estratégia reprodutiva consiste no padrão geral de reprodução da espécie, englobando 

todas as características envolvidas no processo reprodutivo (VAZZOLER, 1996). Entretanto, 

como resultado das flutuações ambientais, algumas dessas características apresentam 

plasticidade que asseguram o sucesso reprodutivo, são características conhecidas como 

táticas reprodutivas, dentre elas, podem ser citadas a variação no tamanho da primeira 

maturação gonadal e a forma como os peixes utilizam os recursos ambientais 

(VAZZOLER, 1996; CORNELIO, 2013). 

Com relação à maneira de alocação energética em estratégias reprodutivas, 

existem espécies tendem mais para r-estrategistas, organismos de pequeno porte, com curto 

período de vida e maturação precoce, os quais investem mais energia para gerar novos 

indivíduos e não possuem cuidado parental (VAZZOLER, 1996; CORNELIO, 2013). 

Enquanto que os k-estrategistas, por sua vez alocam mais energia para seu próprio 

crescimento e desenvolvimento, possuem longo período de vida, maturação tardia e baixa 

fecundidade (VAZZOLER, 1996; CORNELIO, 2013). Cabe ressaltar que a reprodução e 

crescimento são processos que competem pelos mesmos recursos, finitos, e que, na fase adulta, 

o crescimento somático é influenciado negativamente, já que a energia é utilizada no 

desenvolvimento das gônadas, os caracteres sexuais primários (VAZZOLER, 1996; 

SABORIDO-REY; KJESBU, 2005). Em uma população onde há um pequeno número de 

indivíduos, ocorre um aumento na disponibilidade de recursos alimentares, acelerando assim o 

processo de maturação como consequência do aumento na taxa de crescimento (VAZZOLER, 

1996).  

Uma periodicidade no ciclo reprodutivo é identificada na maioria das espécies, e 

a maturação ocorre quando as condições ambientais estão apropriadas para a fecundação e 

desenvolvimento da prole (VAZZOLER, 1996). Assim, a elevação no nível das águas 

estaria sincronizada com a desova e o pico da época de cheias atuaria como agente 

finalizador do período reprodutivo (VAZZOLER et al., 1997). Os ovários e testículos 

passam por profundas modificações durante o desenvolvimento gonadal, o que permite que 
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esse processo seja dividido em estádios. A caracterização dos estádios pode ser feita 

macroscopicamente, onde é analisado o tamanho da gônada em relação à cavidade 

abdominal, a percepção dos ovócitos, o aspecto, o grau de turgidez das gônadas e 

vascularização (VAZZOLER, 1996; CORNELIO, 2013). Entretanto, análises histológicas 

consistem em resultados mais precisos, onde os estádios são determinados com base na 

proporção das células da linhagem germinativa existentes no tecido (VAZZOLER, 1996).  

Para a espécie Psalidodon fasciatus foram estabelecidos cinco estádios ao longo 

do processo de desenvolvimento gonadal: repouso, maduro inicial, maduro, parcialmente 

vazio e totalmente vazio (ANEXO A) (CARVALHO et al., 2009). As gônadas na maioria dos 

Characiformes são exibidas como órgãos pares, alongados e fusiformes, que ao longo dos 

estádios passam por modificações quanto ao volume, coloração e espessura (BAZZOLI, 2003). 

Foram relatados para caracídeos ovários do tipo cistovariano, onde os ovócitos atingem o meio 

externo devido a continuidade do lume ovariano até o oviduto (BAZZOLI, 2003; PEREIRA-

SANTOS, 2014). Os testículos se encontram nas laterais da cavidade abdominal, e se estendem 

da porção cefálica até a caudal se conectando com a papila urogenital (PEREIRA-SANTOS, 

2014). 

Ademais, lambaris possuem fecundidade externa, podem ser migradores de 

pequenas distâncias ou não migradores, e não dispõem cuidado parental (VAZZOLER; 

MENEZES, 1992; DUKE ENERGY, 2008). A estratégia reprodutiva é do tipo sedentária, com 

ovos adesivos e zona radiata com canais porosos (RIZZO et al., 2002; PEREIRA-SANTOS, 

2014). O tipo de desova foi retratado como ponto problemático no estudo da reprodução dos 

lambaris, pois, não existe uniformidade quanto ao tipo de desova das espécies (DALA-CORTE; 

AZEVEDO, 2010; CORNELIO, 2013). Posto isso, Carvalho et al. (2009) explicam que como 

consequência de fatores fisiológicos ou alterações ambientais os peixes podem alterar entre 

desova total para a desova fracionada e vice-versa. 

 

1.5.1 Razão sexual 

 

Outro parâmetro relevante e que permite a compreensão acerca da dinâmica 

populacional em peixes, é a determinação da proporção sexual ou razão sexual. No geral, as 

populações tendem ao equilíbrio com o número de machos estatisticamente igual ao número de 

fêmeas (1:1) (VAZZOLER, 1996; CORNELIO, 2013). Entretanto, vários fatores 

relacionados às estratégias reprodutivas e crescimento podem atuar diferentemente sobre 

os machos e fêmeas, resultando em alterações na proporção entre os sexos (SABORIDO-
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REY; KJESBU, 2005; CARVALHO et al., 2009; NASCIMENTO; YAMAMOTO; 

CHELLAPPA, 2012). 

Um maior número de fêmeas em relação ao número de machos é relatado em distintos 

estudos (HOJO; SANTOS; BAZZOLI, 2004; CARVALHO et al., 2009; SILVEIRA et al., 

2019). Esse desvio é mais frequente em lugares com recurso alimentar abundante, e, reflete 

uma estratégia para o rápido crescimento populacional (NIKOLSKY, 1969), já que são as 

fêmeas que determinam a quantidade de novos descendentes e a época de desova, uma vez 

que possuem um número limitado de ovócitos em relação aos espermatozoides (SANTOS, 

1995; CORNELIO, 2013).  

Diante do exposto, e como apontado por Silveira et al. (2019), em relação aos lambaris 

há um maior direcionamento para estudos realizados com animais que vivem em reservatórios. 

Assim, os Psalidodon aff. fasciatus estudados nesse trabalho representam um modelo ideal para 

contribuir com esses dados, uma vez que, esses peixes constituem uma população natural e 

endogâmica, que experimenta o isolamento em um ambiente com rara configuração geográfica. 

 

1.5.2 Relação peso-comprimento e fator de condição (K) 

 

O fator de condição é um indicador corporal quantitativo do bem-estar dos peixes, 

parte do pressuposto de que indivíduos com maior massa em um dado comprimento estão em 

melhor condição (LIMA-JUNIOR; CARDONE; GOITEIN, 2002). Seu valor é determinado 

mediante estimativa da relação peso-comprimento, parâmetro fundamental em estudos de 

biologia, fisiologia, e ecologia de peixes (SATAKE et al., 2009). Expressa pela fórmula 

(WT=aLT
b) , onde, WT = peso total, a = constante (coeficiente relacionado com forma de corpo), 

LT = comprimento total, b = coeficiente angular (LE CREN, 1951). Se b = 3, o crescimento é 

isométrico, esperado para os peixes se as proporções corporais forem constantes durante o 

crescimento; se b < 3, o crescimento é alométrico negativo, ou seja, o ganho em comprimento 

é mais acentuado que no peso; se b > 3, o crescimento é alométrico positivo, onde a alocação 

de energia é maior para o peso que para o comprimento (RÊGO et al., 2008; SILVA, 2011). 

Existem três formas para se estimar o fator de condição em uma população. O fator de 

condição de Fulton (Kf), através da expressão Kf= Wt/Lt ³, onde se assume que a relação peso-

comprimento é isométrica (b=3), o que pode resultar em distorções nos resultados, já que as 

diferentes espécies estudadas não são consideradas (VAZZOLER, 1996; SILVA, 2011). Por 

meio do fator de condição alométrico (Ka) que considera que espécies diferentes podem 

apresentar distintas relações peso-comprimento, e é utilizada a equação Ka= Wt/Ltb, onde b é 
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o coeficiente da regressão entre Wt/Lt (VAZZOLER, 1996; ROCHA et al., 2005; SILVA, 

2011). Ainda, é possível utilizar o fator de condição relativo (Kn), que corresponde ao quociente 

entre peso observado e peso teoricamente esperado para determinado comprimento 

(Kn=Wt/We), nessa equação o desenvolvimento gonadal e eventos reprodutivos são 

minimizados, já que, em condições normais a relação entre ambos é 1 (LE CREN, 1951; 

YAMADA; TAKEMOTO; PAVANELLI, 2008 SILVA, 2011).  

Variações encontradas no fator de condição refletem condições nutricionais recentes 

dos peixes, gastos das reservas em atividades cíclicas, infecções parasitárias, e, podem estar 

relacionadas às condições ambientais, aos aspectos comportamentais, e aspectos reprodutivos 

(VAZZOLER, 1996; Lemos et al., 2007; YAMADA; TAKEMOTO; PAVANELLI, 2008; 

GOMIERO; VILLARES-JUNIOR; BRAGA, 2010).  

Estudos com characiformes demonstraram que os valores da relação peso-

comprimento e fator de condição sofrem flutuações como consequência de alterações sazonais 

(ITO, 2013). Bem como, efeitos deletérios como consequência do parasitismo, uma vez que o 

fator de condição de espécimes não parasitadas foi maior do que o de peixes parasitados 

(GOMIERO; SOUZA; BRAGA, 2012). Assim, considerando que diversos fatores podem 

influenciar esses parâmetros, investigar a possível relação da endogamia com o bem-estar dos 

Psalidodon aff. fasciatus estudados nesse trabalho faz-se pertinente. 
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2 JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS 

 

2.1 JUSTIFICATIVA 

 

A Biologia Evolutiva contempla a história da vida, portanto é elementar a 

compreensão dos eventos que resultam na evolução dos seres e na diversidade biológica. Posto 

isso, a população de Psalidodon aff. fasciatus estudada nesse trabalho habitam um local com 

rara configuração geológica, que garante um isolamento populacional a nível intra e 

interespecífico, refletindo na condição de uma população endogâmica. 

A consanguinidade pode ter consequências negativas para os indivíduos e para as 

populações,há uma insuficiência de estudos em populações naturais sobre este aspecto, 

sobretudo em peixes.  

Assim, é imprescindível investigar a manifestação da endogamia nessa população, a 

nível fenotípico, como também, as possíveis influências em aspectos reprodutivos, uma vez que 

esses fatores estão estritamente relacionados com o valor adaptativo. Tendo em vista esse 

contexto, o maior conhecimento acerca desses animais fornecerá esclarecimento de medidas 

necessárias para a conservação dessa população única, além de servir como fonte ímpar para 

outros estudos em populações endogâmicas. 

 

2.2 OBJETIVOS 

 

2.2.1 Objetivo geral 

 

Investigar efeitos da endogamia na população de Psalidodon aff. fasciatus da Furna 2 

do PEVV, especialmente em relação aos aspectos morfológicos e reprodutivos. 

 

2.2.2 Objetivos específicos 

 

• Identificar a incidência de malformações congênitas e descrever os morfotipos 

anatômicos encontrados; 

• Caracterizar os estádios do desenvolvimento gonadal por meio de análise das 

características microscópicas das gônadas; 

• Analisar a razão sexual relacionando com parâmetros morfométricos de machos 

e fêmeas; 

• Estimar a relação peso-comprimento e o fator de condição relativo (Kn). 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 LOCAL DE COLETA E AMOSTRAS 

 

As coletas foram realizadas na Furna 2 do PEVV (Figura 7), Unidade de Conservação 

localizada no alto curso da Bacia do Rio Tibagi, município de Ponta Grossa, Sul do Brasil. 

 

Figura 7 – Furna 2 do PEVV. Em (a) Imagem áerea, (b) Vista pelo mirante, (c) Interior da furna. 

 

 

Fonte: Arquivo pessoal de Raul Rennó Braga (a). A autora (b), (c). 

 

Os exemplares de Psalidodon aff. fasciatus foram coletados mensalmente, ao longo 

dos anos de 2019 e 2020 (fevereiro a janeiro), totalizando 12 meses de amostragem. As coletas 
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foram aleatórias, realizadas com o auxílio de covos e redes de arrasto. Após as coletas, os 

animais foram transferidos para o Laboratório de Ecologia Aquática da UTFPR. Foram 

coletados 254 indivíduos no total, compreendendo a 154 machos e 100 fêmeas. 

A pesquisa foi realizada com base em padrões internacionais de experimentação 

animal, conforme autorizado pelo Comitê de Ética em Pesquisa no Uso de Animais da 

Universidade Tecnológica Federal do Paraná (CEUA parecer N °. 2018-025/2018) (ANEXO 

B). A captura dos animais foi autorizada pelo Ministério do Meio Ambiente (MMA / ICMbio 

nº 15115-1) e Instituto Ambiental do Paraná (IAP nº 15.190.528-5; Autorização 15.18) 

(ANEXO C). 

 

3.2 PARÂMETROS BIOMÉTRICOS 

 

Já no laboratório, os exemplares foram anestesiados profundamente e eutanasiados 

em solução de benzocaína 1%. Cada exemplar foi numerado, e com o auxílio de um 

paquímetro digital e balança de precisão, foram aferidas medidas corporais (mm) (Figura 

8) e o peso total de cada indivíduo (g), respectivamente. O sexo foi definido preliminarmente 

pela presença de espículas na nadadeira anal dos machos.  

 

Figura 8 – Representação das medidas morfométricas aferidas. 

 

Fonte: A autora 

 

3.3 EXAMES RADIOGRÁFICOS 

 

Durante os meses de outubro e novembro (2019) foram coletados 22 machos e 13 

fêmeas para análise radiográfica e morfométrica. Esses animais passaram pelo procedimento 

de anestesia profunda e análise de parâmetros biométricos, após, foram preservados em álcool 
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70%. Posteriormente foram transportados até o Laboratório de Ictiologia da Universidade de 

São Paulo (USP), Campus de Ribeirão Preto (LIRP) para serem radiografados. 

Foram obtidas radiografias do lado esquerdo do corpo de cada exemplar, por meio do 

equipamento de raio-X digital Faxitron, modelo LX-60 do LIRP, com tempo de exposição e 

intensidade de radiação calibrados automaticamente para cada amostra (10 a 18 s; Kv de 26 a 

31). A partir das radiografias digitais, foi realizada a contagem total de vértebras (ACKERLY; 

WARD, 2016), não incluindo as vértebras que compõe o aparelho de Weber.  

Também foram utilizadas imagens de três exemplares radiografados de Psalidodon 

fasciatus, do trecho médio do rio Mogi-Guaçu, Pirassununga, Estado de São Paulo, 

provenientes da Coleção do LIRP, número de tombo 14899, para fins de comparação 

morfométrica. 

 

3.4 MORFOMETRIA GEOMÉTRICA 

 

Os animais radiografados foram então submetidos às análises morfométricas. As 

marcações nas radiografias digitais foram feitas com uso do software TPSDig2 (ROHLF, 2019). 

Foram estabelecidos 14 pontos anatômicos (Figura 10) distribuídos pelo corpo de acordo com 

CASTRO et al. (2014). Para reduzir o erro de marcação, o processo foi realizado em triplicata. 

Finalmente, a superposição de Procrustes por quadrados mínimos, e as demais análises 

necessárias, a análise de variáveis canônicas (CVA) associada a uma análise de variância 

multivariada (MANOVA) e análise de função discriminante (DFA) foram realizadas com o uso 

do software Morpho J 1.07a (KLINGERBERG, 2011). Variações na forma foram visualizadas 

em gráficos do tipo outline drawning. Todos os resultados foram avaliados estatisticamente por 

distância da distribuição ao quadrado T de Hotelling e Mahalanobis entre os grupos (10,000 

permutações, p < 0,0001). 

 

3.5 RAZÃO SEXUAL 

 

A razão sexual foi realizada a cada mês dividindo o número de fêmeas pelo número 

de machos capturados em cada coleta, a fim de verificar possível flutuação deste parâmetro na 

população ao longo de um ciclo reprodutivo. Da mesma forma, um valor médio foi definido 

para a razão sexual, considerando as doze amostras realizadas. O teste Qui-quadrado foi 

aplicado para avaliar possíveis diferenças sigificativas entre a razão sexual de machos e fêmeas. 
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3.6 HISTOLOGIA DAS GÔNADAS  

 

Para a extração das gônadas foi feita uma incisão na região abdominal, do poro 

urogenital em direção à cabeça. As gônadas (direita e esquerda) foram fixadas 

separadamente em solução de Bouin por um período de 48 horas. Após, foram lavadas com 

álcool 70% e conservadas também em álcool 70% até a inclusão em parafina.  

Posteriormente, as peças foram retiradas do álcool e submetidas ao processamento 

histológico automatizado (TP 1020, Leica Byosystems, Nussloch, Alemanha), conforme as 

etapas descritas (ANEXO D). Em seguida, foi relizada a inclusão em parafina líquida, com 

orientação das peças para realização de cortes transversais. Logo após solidificação, os blocos 

foram armazenados em congelador até a obtenção de cortes histológicos por meio da 

microtomia. 

Para a microtomia foram obtidos cortes tranversais com 5 µm de espessura, estes 

foram fisgados e colocados em banho-maria. As lâminas de vidro foram previamente aquecidas, 

e três a quatro cortes foram “pescados” por lâmina. Para garantir a fixação dos cortes, as lâminas 

foram secas ao ar livre por um período de 48h. 

Em seguida, foi utilizada a técnica convencional com hematoxilina-eosina (HE) 

para corar as amostras (ANEXO D). Para a montagem das lâminas foi utilizada uma gota de 

Permount® (Fisher, New Jersey, EUA) sobre a lamínula, pressionando-a sobre o corte. As 

lâminas foram secas ao ar livre.   

Por fim, as lâminas foram analisadas em microscopia de campo claro. Imagens foram 

obtidas com o microscópio de epifluorescência Olympus BX41 acoplado ao sistema de 

captura de Imagens CCD Olympus DP 71® e software DP-Controller versão 3.2.1.276. Os 

estádios de desenvolvimento gonadal foram estabelecidos com base na proporção das células 

germinativas femininas e masculinas seguindo os critérios definidos por Carvalho et al. (2009) 

(ANEXO B).  

 

3.7 RELAÇÃO PESO-COMPRIMENTO E FATOR DE CONDIÇÃO RELATIVO (KN) 

 

Inicialmente, a relação peso total (WT) x comprimento total (LT) foi calculada 

utilizando a equação: WT = aLT
b, a e b foram estimados a partir do método dos mínimos 

quadrados aplicados aos dados convertidos em seus respectivos logaritmos naturais, e, 

utilizados nas estimativas dos valores de peso esperado (We). O valor do coeficiente angular 
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(b) foi calculado a partir do agrupamento de todos os indivíduos (LIMA-JUNIOR; CARDONE; 

GOITEIN, 2002). 

Em seguida, para avaliar o “bem estar”, foi calculado, individualmente, o fator de 

condição relativo (Kn) que corresponde ao quociente entre o peso observado (Wt) e peso 

esperado (We) para determinado comprimento (Le Cren, 1951). Após, foi estimado o valor 

médio de Kn para machos e fêmeas separadamente, e comparados estatisticamente com o 

padrão Kn = 1.00, com o teste “t” de Student (p < 0.05). 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

ARTIGO 01: SPINAL MALFORMATIONS IN A NATURALLY ISOLATED 

NEOTROPICAL FISH POPULATION  
 

Abstract 

Fish populations that reside in completely isolated freshwater ecosystems are rare worldwide. 

The Vila Velha State Park (VVSP), located in southern Brazil, is recognized for its arenitic 

formations called sinkholes (furnas), which are completely isolated. In one of these furnas 

inhabit a fish population of the Neotropical characid Psalidodon aff. fasciatus. These animals 

experience both intra and interspecific isolation which can increase the probability to suffer 

inbreeding effects and fitness variations, also, it can often develop alterations in phenotype. In 

this study, we analyzed geometric morphology in digital radiographs to identify congenital 

deformations of Psalidodon aff. fasciatus in Furna 2 of VVSP. We found many fish with spinal 

deformities, including wide variation in the number of caudal vertebrae and corporal 

deformations related to a compressed body and lordotic spinal curvature. Females were more 

affected than males. The multivariate analysis showed clustering by malformation degree as 

well as a complete separation of phenotype when compared with a non-isolated population. 

Although our results may be directly related to inbreeding and the absence of gene flow in the 

population, only reproduction experiments in laboratory will be able to generate accurate 

results. In conclusion, isolated populations such as fish species in furnas are potential models 

for evo-devo researches. 

 

INTRODUCTION 

 

Fish species may develop different types of morphological deformities, such as 

dysplasia in the opercular bones, maxillary-mandibular apparatus, and mandibular bones; 

anomalies in fins and eyes (MISE; TENCATT; SANTOS, 2017); bone and skin neoplasms; and 

spine deformations (FLORES-LOPES; CETRA; MALABARBA, 2010).  Dorsoventral 

(lordosis), lateral (scoliosis) or upward spinal curvature (kyphosis) malformations can cause 

anomalous body appearance (BENGTSSON et al., 1985) and be treated as monstrosities 

(GOLUBTSOV et al., 2021), but such anomalies are often not visible if only a few vertebrae 

are affected (GJERDE; PANTE; BAEVERFJORD, 2005; KVELLESTAD et al., 2000; 

WITTEN et al., 2006). Body and skeletal malformations have been reviewed in many 

publications and they are related to multiple physiological, environmental, xenobiotic, 

nutritional and genetic factors (SLOOF, 1982; WELLS; COWAN, 1982; TOFTEN, 1996; 

GJERDE; PANTE; BAEVERFJORD, 2005; JAGIEŁŁO et al., 2017; MADSEN; ARNBJERG; 

DALSGAARD, 2001). Environmental factors have been linked to vertebral anomalies in Salmo 

solar (FRASER et al., 2015; YTTEBORG et al.,2010) and Solea senegalensis (PIMENTEL et 

al., 2014), whereas chemical substances were responsible for craniofacial deformities in 

Sebastiscus marmoratus (ZHANG et al., 2012) and Danio rerio (BAKER; PETERSON; 



34 

HEIDEMAN, 2013), and nutritional conditions covered a variety of deformities reported in 

finfish farming (BERILLIS, 2015; EISSA et al., 2021). Although genetic factors are usually 

considered marginal (reviewed in BOGLIONE et al., 2013), alteration in extracellular matrix 

gene transcription in Atlantic salmon (YTTEBORG et al., 2010), congenital ocular 

malformation and skeletal abnormalities in zebrafish (BABCOCK et al., 2014), deformities in 

bream (AFONSO et al., 2000; AFONSO et al., 2009) and intrinsic correlation between lordosis 

and consanguinity (IZQUIERDO; SOCORRO; ROO, 2010) are described in the literature. 

Skeletal deformities seem to be related to the early stages of development (LONGWELL et al., 

1992), however we still know little about the genetic factors responsible for such deformations 

(GJERDE; PANTE; BAEVERFJORD, 2005; JAGIEŁŁO et al., 2017; KINCAID, 1976). 

Although morphological anomalies can occur both in farmed and natural fish 

populations, they are better investigated in aquaculture because deformities can downgrade fish 

production and result in economic losses (KAUSE et al., 2005). Culture systems usually lead 

to a loss of genetic variability in stocks, causing inbreeding depression and associated 

deformities (AULSTAD; KITTELSEN, 1971). Inbred populations are more susceptible to 

environmentally induced mortality, while also experiencing hampered growth rates and 

reproduction. Inbreeding can also impose difficulties for natural populations because it reduces 

intrapopulational genetic variability (KAUSE et al., 2005) and increases frequency of 

deleterious alleles that are normally expressed in recessive homozygotes (KELLER, 2002). 

Even considering that the cost of inbreeding remains largely unknown and controversial 

(PUSEY; WOLF, 1996; CRNOKRAK; ROFF, 1999; FROMMEN et al., 2008), consequences 

can increase extinction vulnerability (AULSTAD; KITTELSEN, 1971; GILPIN; SOULÉ, 

1986; KELLER, 2002). 

The principal aim of this investigation was to describe morphological deformities in a 

naturally isolated characin population of Psalidodon aff. fasciatus within a conservation unit in 

southern Brazil. Fish are confined to a sinkhole called Furna 2 in the Vila Velha State Park 

(VVSP), a doline-shaped sandstone depression that reaches the water table. This depression 

possesses a mean diameter of 80 m, water depth of 50m and walls reaching up to 110m 

(CAMPOS; DALCOMUNE, 2011). The formation of these sinkholes occurs by the action of 

acid pluvial waters that due to vast network of existing fractures in sandstones had facilitated 

the infiltration (LETENSKI et al., 2011). Briefly, the geological history of furnas de Vila Velha 

begins with the formation processes of the Paraná basin, from the Upper Ordovician to the 

Upper Cretaceous (ASSINE, 1996). Some stratigraphic graphs from the Late Carboniferous to 

the Upper Permian were analyzed by Holz et al., (2010), to contribute to the knowledge of the 
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Vila Velha Sandstone formation as a result of the stacking of three lobes spread around 30 m 

thick each and 2 km wide, probably deposited during the excavation of the incised Lapa valley. 

On the other hand, weathering processes in Vila Velha responsible for the pseudo-karstic 

characteristics started 35 My ago, being more intense between 17 and 9 My (RIFFEL et al., 

2015). With this, the population of P. aff. fasciatus inhabiting in the Furna 2 can contribute to 

studies of spine evolutionary developmental mechanisms, supporting idiographic details as well 

as observed in the cavefish Astyanax mexicanus (JENNER; WILLS, 2007) for tissue and organ 

studies with an evo-devo approach. Also, the geological configuration of the furna prevents 

immigration of other species, leading to population isolation and inbreeding (ARTONI et al., 

2006; MATOSO et al., 2013; SHIBATTA; ARTONI, 2005). The population’s endemicity, 

isolation, and absence of gene flow (ARTONI et al., 2006; SHIBATTA; ARTONI, 2005) makes 

it a useful model for our research into the effects of endogamy on morphology, since 

ontogenetic mechanisms can be explored and evolutionary variation can be studied under these 

conditions. Furthermore, this rare natural occurrence will provide an opportunity to deepen the 

knowledge about the functional and evolutionary biology of fish.  

 

MATERIALS & METHODS 

 

Specimen sampling  

 

Specimens of Psalidodon aff. fasciatus (22 males and 13 females) were randomly 

collected in the sinkhole (Figure 9) during October and November 2019, using traps and 

trawling of 3 m length and 5 mm mesh. Specimens were submerged in 1% benzocaine and 

immediately preserved in 70% alcohol. Subsequently, they were transported to the Laboratório 

de Ictiologia de Riberão Preto (LIRP) for radiography, then screened morphological 

deformations using precision scales and a digital pachymeter for total weight and standard-

length measurement, respectively. Initially, fish sex was determined via presence of hooks on 

the anal fin (males), then confirmed after radiography with analysis of gonads under an optical 

microscope.  

Research was conducted based on international guidelines of animal experimentation 

and authorized by the Ethical Committee in Animal Research of the Universidade Tecnológica 

Federal do Paraná (CEUA protocol # 2018-025/2018). Sampling was authorized by the 

Ministério do Meio Ambiente (MMA/ICMbio # 15115-1) and Instituto Ambiental do Paraná 

(IAP # 15.190.528-5; Authorization 15.18). Specimens were identified and deposited under 
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voucher number MHNCI 13001 in the Ichtiological collection of Museu de História Natural do 

Capão da Imbuia, Curitiba, Paraná, Brazil. 

 

Figure 9. Location and layout of furnas in Vila Velha State Park, Paraná, Brazil. (a) Detail of South American 

hydrography, with emphasis on the collection site. (b) Profile of furnas with emphasis on Furna 2, also represented 

in (c). The shaded area showed in each furna represents the water in each one, except the number 3 which did not 

suffer inundation processes through water table (d) Representative specimen of Psalidodon aff. fasciatus. Bar = 1 

cm. 

 

 
Source: The author 

 

Radiography 

 

Digital X-ray images of each specimen’s left side were obtained using a Faxitron 

(model LX-60) in the Ichthyology Laboratory of the University of São Paulo, Campus Ribeirão 

Preto (LIRP). Exposure time and radiation intensity were automatically calibrated for each 

sample (10–18 s; Kv from 26 to 31). 

Total vertebral count was determined using digital radiographs (ACKERLY; WARD, 

2016), excluding the Weberian apparatus. In addition, standard length and total weight per 

individual were obtained to discriminate between sexes. According to the spine formation 

degree we classified the individuals as: normal pattern (Np), no deformation, the vertebral 

counting with approximately 32 vertebrae and no lordosis signal; moderate malformation 

(Mm), minimal spine deviation, individuals can present a lower vertebrae number, also, 

compressed or/and melted; severe malformation (Sm), high spine deviation, characterized by 

necessarily possess a lower number of vertebral and neural and hemal spinal anomalies, also 

lordotic (KAYIM; CAN; GUNER, 2010). 
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Morphometric comparisons also used images of three radiographed Psalidodon aff. 

fasciatus specimens (LIRP Collection, voucher number 14899) from the middle Mogi-Guaçu 

River, Pirassununga, São Paulo. 

 

Geometric morphometrics 

 

Digital radiographs were converted into a .TPS file using the tpsUtil software 

(ROHLF, 2019). The .TPS file was used to demarcate morphometric points in the TPSDig2 

software (ROHLF, 2019). To produce morphometric data, we considered 14 anatomical 

landmarks (Figure 10) distributed throughout the body, according to (CASTRO et al., 2014). 

For determination of errors in the landmark points, the procedure was realized in triplicate by 

the same observer in different moments and tested by a Procrustes ANOVA (p < 0.0001) 

performed in Morpho J v1.07a (KLINGERBERG, 2011). 

 

Figure 10 – Anatomical landmarks used in X-ray images for morphometric analysis. 1: Anterior orbital region; 2: 

Posterior orbital region; 3: Dorsal region of head; 4: Anterior region of dorsal fin insertion; 5: Posterior region of 

dorsal fin insertion; 6: Dorsal region of beginning of caudal fin; 7: Ventral region of beginning of caudal fin; 8: 

Posterior region of anal fin insertion; 9: Anterior region of anal fin insertion; 10: Insertion of pectoral fin; 11: 

Ventral region of head (1–11 based on CASTRO et al., 2014). 12: First pre-caudal vertebra; 13: First caudal 

vertebra; 14: Last caudal vertebra (12–14 based on BIRD; MABEE, 2003), where pre-caudal vertebrae are those 

posteriors to the Weberian apparatus and anterior to caudal vertebrae. Pre-caudal vertebrae comprise centers, 

arches and neural spines, and parapophyses and ribs. Preventive and/or the first caudal vertebra can be categorized 

as a “transitory” vertebra, exhibiting non-fused hematoid arches or parapophyses, drastically shortened ribs, and 

absence of a spine. Caudal vertebrae comprise centers, neural arches and neural spines, and hematous arches and 

spines. 

 

 
Source: The author 

 

Statistical analysis 

 

Procrustes superposition with minimum squares and necessary analyses such as 

canonical variables (CVA) and principal components (PCA) were performed in Morpho J 

v1.07a (KLINGERBERG, 2011) using the landmark means. We used three classifiers for 
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performed the PCA and CVA: sex, locality and malformation degree. All results were 

statistically evaluated using the distance between groups from the distribution T-square of 

Hotelling and Mahalanobis (10,000 permutations; p < 0.0001). 

 

RESULTS 

 
Radiographs and samples 

 

The total number of vertebrae across all males and females ranged from 23 to 32 (Table 

1; Supplementary Material 1). Number of caudal vertebrae ranged from 12 to 20, while 

precaudal vertebral counts were more stable and ranged from 11 to 12. Females were most 

variable in vertebrae count and total weight, leading to some outliers. However, females had 

the lowest total length. 

 

Table 1.  Standard length and total weight of specimens. 

 

Individuals   Total number   Standard length (mm)   Total weight (g)  

              

Males   22   58.92 ± 2.54   3.63 ± 0.65 

Females   13   53.24 ± 4.77   3.38 ± 0.86 
 
Note: Data are displayed as means ± SD.  

 

Individuals were grouped based on existing categories for deformation type (KAYIM; 

CAN; GUNER, 2010): normal pattern (Np), no deformation; moderate malformation (Mm), 

minimal spine deviation; severe malformation (Sm), high spine deviation (Figure 11; Table 2). 

In this population, females were the most affected (p < 0.05) comprising all individuals in the 

category (Sm), exhibiting downward curvature of the spine (lordosis), fused and compressed 

vertebrae, additionally to a reduced number of caudal vertebrae (Figure 12). Males and females 

in the category (Mm), with subtle deformities corresponding to 62.5% and 37.5%, respectively. 

Individuals considered normal (Np) represented males in 87.5%. 
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Figure 11. Anatomical patterns established for Psalidodon aff. fasciatus from Furna 2 in VVSP, based on X-ray 

images of spine morphology. (a) Normal pattern (Np) – no deformation; (b) Moderate malformation (Mm) – 

minimal spine deviation; (c) Severe malformation (Sm) – high spine deviation.  

 

 
 

Source: The author 

 

Table 2 – Chi-square test of independence between vertebral anomaly patterns and number of Psalidodon aff. 

fasciatus (separate comparisons for males and females). Relative percentages in parentheses. 

 

Individuals Normal Moderate Severe Total 

Males 7 (87.5%) 15 (62.5%) 0  22 (62.9%) 

Females 1 (12.5%) 9 (37.5%) 3 (100%) 13 (37.1%) 

Total 8 24 3 35 

 

Note: The number of males and females differed significantly among the patterns of anomalies (Χ2 = 7.159, df = 

2, P = 0.027). 
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Figure 12. Deformed vertebral column of Psalidodon aff. fasciatus showing abnormalities in the caudal fin region, 

such as extra-ossifications and fusions of caudal vertebral bodies, vertebral compressions, neural and hemal spinal 

anomalies, ossification defects in hypurals, and caudal-fin malformation. 

 

 
 

Source: The author 

 

Geometric morphometrics 

 

The scatter plot of the principal components scores on the first (52.7% of the total 

variation) and second (20.9% of the total variation) factorial planes (Figure 13a), based on the 

14 anatomical landmarks recorded on the 38 specimens of Psalidodon aff. fasciatus, showed 

an overlap of individuals classified as Normal pattern (Np) and moderate malformation (Mm), 

and a discrimination of individuals with severe malformation (Sm). The overlap between 

individuals is due to the deeper and compressed body shape, whereas individuals with severe 

anomalies showed a visually-detectable spinal curvature along caudal peduncle. 

The Canonical variates analysis by malformation degree showed a clustering for each 

(Figure 13b). The CV1 explained the 96.8% of the total variation, exhibiting individuals with 

severe malformations in the positive portion, with similar body shape to that identified in the 

negative portion of axis 1 in the PCA analysis. In both multivariate analyzes this grouping was 

kept completely separated. The CV2 axis explained the 3.2% of the variation, showing lordotic 

and normal pattern individuals in the positive and negative axis, respectively. 
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Figure 13. Multivariate analysis of Psalidodon aff. fasciatus of Furna 2 according to the deformities. (A) Principal 

components analysis (PCA). (B) Canonical variation analysis (CVA). Representation of deformations (dark blue) 

for each canonical variable (CV) in relation to the reference configuration (light blue) in fishes. 

 

 

Source: The author 
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Multivariate analyses of canonical variates (CVA) among populations indicated 

morphometric differences (P < 0.0001) between Rio Mogi-Guaçu and Furna 2 (canonical 

variable 1 = locality), as well as between males and females from Furna 2 (canonical variable 

2 = sex) (Figure 14). 

 

Figure 14. Canonical variate analysis (CVA) of Psalidodon aff. fasciatus morphology. Representation of 

deformations (dark blue) for each canonical variable (CV) in relation to the reference configuration (light blue) in 

fishes. (Furna, F) = female specimens of Furna 2; (Furna, M) = male specimens of Furna 2; (Mogi, I) = specimens 

from Rio Mogi-Guaçu with undetermined sex. 

 

 
 

Source: The author 

 

The first canonical axis explained 83,6% of the variation. Localities were completely 

separated, with Furna 2 samples on the positive axis and Mogi-Guaçu samples on the negative 

axis. The former set of individuals were more elongated and compressed laterally, while the 

latter were more robust and broader. The second canonical axis explained 16,3% of the 

variation, representing a distinction between male and female individuals from Furna 2. 

Females were on the positive axis, with a higher dorsoventral length, while males on the 

negative axis had elongated and compressed laterally body. 
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DISCUSSION 

 

Our results showed that individuals with spinal deformities varied widely in the 

number of caudal vertebrae and body deformations, notably flattened bodies and curvature in 

the spine. Females were the most affected in this work, however, the specific mechanisms 

involved are still unknown. The sample size, although small, was representative for the purpose 

of this study. At the same time, it is a small population that experiences conditions that can 

threaten its existence, which requires the utmost care so that our actions do not negatively 

impact it. Shortening of the spine has recently been described in natural populations of the 

African fish Labeobarbus (Cyprinidae) by Golubtsov et al. (2021). These authors were unable 

to define possible genetic and/or environmental effects on the spinal shortening in these fish. 

However, they suggest that this phenotype may attribute some adaptive anti-predator advantage 

to the species. In contrast, our results in a completely isolated natural population of Psalidodon 

aff. fasciatus, suggest that spinal shortening as well as malformations are not stochastic events 

and can be attributed to population processes more probably associated with inbreeding. Eissa 

et al. (2009) associated inbreeding with lordosis, spinal fusion and other skeletal deformities in 

freshwater fish, also, in a study with salmonids, severely deformed individuals were more 

frequently homozygous (TIIRA; PIIRONEN; PRIMMER, 2006). Additionally, severe 

deformities are rarely observed in natural environments, due to these animals hardly survive, 

increasing the mortality of eggs and larvae (TIIRA; PIIRONEN; PRIMMER, 2006).  

Males exhibited thinner, more elongated bodies than females, while also possessing a 

more stable number of vertebrae. Females exceed males in dorsoventral width and variation in 

vertebral number, but are lighter and shorter. 

Number of vertebrae is associated with body shape, with more elongated bodies 

tending to exhibit more vertebrae (WARD; BRAINERD, 2007). Coupled with this observation, 

our data suggest a likelihood of sex dimorphism. We also found morphometric differences 

reflecting unique corporal features in the endogamic Furna 2 population, which was completely 

separated from Mogi-Guaçu individuals. However, the inbred population is not identical; 

GROSS et al. (2004) had already called attention to the occurrence of at least two Psalidodon 

aff. fasciatus phenotypes in Furna 2, with one previously known as Astyanax aff. scabripinnis. 

Two possible explanations exist for these different phenotypes: natural phenotypic plasticity 

and genetic alterations (congenital malformations). 

Variations in the vertebrae number can occur independently, because they are 

controlled by factors such as Hox gene expression (BUCHAN et al., 2014) and somitogenesis 
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duration (WARD; BRAINERD, 2007). Differences in pre-caudal and caudal vertebrae number 

can influence swimming (ACKERLY; WARD, 2016), as the pre-caudal region contains 

muscles used for displacing water and caudal vertebrae support tail muscles (REYES 

CORRAL; AGUIRRE, 2019). In addition, skeletal deformities can cause low weight gain, and 

to influence in the growth and reproduction (EISSA et al., 2021). 

Thus, we can hypothesize a lower adaptive value for Psalidodon aff. fasciatus with 

fewer vertebrae and severe spine malformation (8.571%) than normal individuals (22.857%) or 

those with moderate malformation (68.571%). However, considering the absence of other fish 

inside Furna 2 does not contain other fish species as competitors or predators. Combined with 

the abundant food availability (Mayer et al., in preparation), malformed fish still survive and 

reach reproductive age. 

The shorter length of malformed individuals is due to the influence of lordosis on 

growth and an abnormal ventral curvature in the spine (CASTRO et al., 2008). Under other 

environmental conditions, excessive muscular activity of the caudal fin under strong water 

currents can induce lordosis (KIHARA et al., 2002). However, Furna 2 fish live in a constant 

lentic environment, leading us to infer that other factor (i.e., congenital malformations) cause 

lordosis. Some authors have suggested genetic associations for spinal abnormalities as observed 

in lordosis-scoliosis-kyphosis (LSK) syndrome (AFONSO et al., 2000). In addition, besides 

correlation between lordosis and consanguinity, lordotic individuals exhibited fused and 

reduced vertebrae (IZQUIERDO; SOCORRO; ROO, 2010). Also, Afonso et al. (2009) revealed 

a high incidence of deformed larvae due to consanguinity and lordosis levels in seabream 

breeders, indicating an additive genetic effect. An induced mutation model has been established 

for zebrafish (Danio rerio), showing non-separation of vertebrae during larval development 

that yields different degrees of lordosis in adult fish (GRAY et al., 2014). From this, 

evolutionary development mechanisms involved in specific traits allow to have an 

understanding for generalize aspects in biology (JENNER; WILLS, 2007). Teleost fish 

represent a variable group within craniates that have demonstrated possess significantly 

characters suggesting being a good model (i.e., zebrafish).  Likewise, modern evo-devo models 

focus on deeply conserved gene-centered mechanisms (BOLKER, 2014) such as our object of 

study P. aff. fasciatus for the study of genetics and mechanisms related to the development of 

the spine. This is a promising avenue to pursue in future research on the morphology of 

Psalidodon aff. fasciatus from Furna 2.  

Multiple alternative causes could explain vertebral deformations in fish, such as water 

temperature and turbulence (REYES CORRAL; AGUIRRE, 2019), exposure to infectious 
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organisms (MADSEN, ARNBJERG, DALSGAARD, 2001), along with other physical, 

chemical, and nutritional factors (GJERDE; PANTE; BAEVERFJORD, 2005; MADSEN; 

ARNBJERG; DALSGAARD, 2001). Likewise, vertebral deformities, such as fusions and 

compressions, can occur during the embryonic period and increase throughout the life cycle 

(DE CLERCQ et al., 2017). Thus, we can not discard that these factors may exert some 

influence on this population. On the other hand, the VVSP is a conservation unit that guarantees 

the preservation of natural ecosystems, while Furna 2 in particular is very isolated, precluding 

regular human contact with animals (IAP, 2004). Although we do not know how long this 

population has been isolated, a lack of obvious external causes indicates that we should focus 

on genetic factors as the primary source of observed malformations. From the last report 

(GROSS et al., 2004) to the new registries, at least 15 generations have passed, revealing the 

heritability and recurrence of malformed phenotypes. Thus, inbreeding and restricted gene flow 

(ARTONI et al., 2006) would greatly elevate extinction risk in this population. Also, loss of 

genetic diversity has been reported in Furna 2 using the D-loop mtDNA region and RAPD 

markers (MATOSO et al., 2004; MATOSO, et al, 2010), when compared to populations with 

gene flow. 

 

CONCLUSIONS 

 

The causes of skeletal deformities comprise a still misunderstood and controversial 

issue in wild fish populations. The integration of several disciplines can generate valuable data 

about the nature of these malformations, mainly in non-model species, under conditions such 

as those seen here with P. aff. fasciatus. Some explanations of a genetic nature can be discussed 

as possible causes of vertebral malformations as well as the effect of inbreeding. From this 

perspective, only the reproduction of these lambaris under laboratory conditions can provide 

accurate information about the origin of these malformations. In light of our findings, we 

recommend the Furna 2 population as a novel and highly suitable model for evo-devo studies. 
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ARTIGO 02: ASPECTOS REPRODUTIVOS EM UMA POPULAÇÃO ISOLADA DE 

Psalidodon aff. fasciatus (TELEOSTEI: CHARACIDAE) DO SUL DO BRASIL 

 

Resumo 

 

Mecanismos para evitar a endogamia não são eficientes em populações pequenas e isoladas, 

portanto efeitos deletérios na aptidão podem ser expressos, especialmente em populações 

naturais. Nesse estudo, investigamos caracteres reprodutivos em uma população de caracídeos 

que experimentam essas condições. Esses peixes pertencem a espécie P. aff. fasciatus, e estão 

isolados em um ambiente com rara configuração geológica, uma depressão doliniforme 

(sinkhole) denominada Furna 2, patrimônio natural do Parque Estadual de Vila Velha, uma 

Unidade de Conservação localizada no Sul do Brasil. Utilizando análises histológicas, 

caracterizamos cinco estádios de desenvolvimento gonadal: repouso, maduro inicial, maduro, 

parcialmente vazio e totalmente vazio, semelhante ao relatado anteriormente para a espécie. Os 

resultados aqui obtidos indicam que esses lambaris possuem estratégia de vida do tipo 

oportunística ®. A relação peso-comprimento foi WT = 0.0002 LT 2.3039, refletindo em 

crescimento alométrico negativo, ou seja, maior alocação de energia no comprimento do que 

em massa. O bem-estar foi determinado individualmente, não foi observado diferença 

significativa entre os sexos, ambos com o valor médio de Kn = 0.95. A proporção sexual revelou 

uma predominância significativa de machos (1M: 0,6 F). Nossos resultados sugerem que a 

endogamia possivelmente esteja agindo de forma distinta sobre os sexos, contudo, os 

mecanismos genéticos envolvidos permanecem em aberto.  

 

INTRODUÇÃO 

 

Os peixes constituem o grupo mais diversificado dentre os vertebrados, exibem 

variadas estratégias e táticas reprodutivas, que, em última instância, são responsáveis por 

garantir o sucesso reprodutivo de uma espécie em diferentes ambientes (VAZZOLER, 1996; 

FROESE; PAULY, 2018). A região neotropical embora detenha a mais rica e diversa ictiofauna 

de água doce do planeta (LOWE McCONNELL, 1999; REIS; KULLANDER; FERRARIS, 

2003), ainda é pouco conhecida em relação à biologia reprodutiva de seus espécimes 

(WADDELL et al., 2019). Os Characiformes compreendem um dos maiores grupos da região, 
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com animais que abrangem inúmeras estratégias de vida, diferindo de qualquer outra ordem 

(VAZZOLER, 1996; NELSON, 2006; ARAÚJO et al., 2019). 

Uma pequena população de caracídeos endêmicos é encontrada no Parque Estadual de 

Vila Velha (PEVV), Unidade de Conservação (UC) localizada no alto curso da Bacia do Rio 

Tibagi, município de Ponta Grossa, sul do Brasil. São peixes morfologicamente similares aos 

representantes da espécie Psalidodon fasciatus (Cuvier, 1819) (SHIBATTA; ARTONI, 2005), 

comumente chamados de “lambari do rabo vermelho”. Essa população natural de lambaris 

habita na Furna 2 do PEVV, ambiente decorrente de processos geológicos que tiveram início 

há milhões de anos. A Formação Furnas com idade siluro-devoniana, entre 395 e 421 milhões 

de anos, (GUIMARÃES et al., 2007) consiste em feições no relevo resultantes do processo de 

carstificação da rocha, constituída predominantemente por quartzo (MELO et al., 2011). As 

furnas estão entre as formas de relevo mais marcantes da região, representando um patrimônio 

geológico único no PEVV (MELO; GIANNINI, 2007). 

Devido a configuração geológica da Furna 2 que restringe o fluxo gênico, esses 

lambaris experimentam um isolamento populacional consistente (ARTONI et al., 2006). 

Isolamento inter e intraespecífico, uma vez que os Psalidodon aff. fasciatus representam 

também a única espécie de peixe que vive nessa furna, cenário este que caracteriza portanto 

uma população endogâmica. Organismos que experimentam essa condição podem apresentar 

dificuldades para a sua manutenção no ambiente, pois, o endocruzamento tende a reduzir a 

variabilidade genética intrapopulacional, aumentando em frequência os alelos deletérios que 

normalmente expressam-se em homozigose recessiva (KELLER; WALLER, 2002). Embora os 

mecanismos subjacentes sejam pouco compreendidos, influências no fitness em populações 

endogâmicas podem ser altamente variáveis, como redução corporal, alterações em caracteres 

sexuais primários e secundários, bem como em traços morfológicos (GILPIN; SOULÉ, 1986; 

KELLER; WALLER, 2002; MARIETTE et al., 2006; ALA-HONKOLA et al., 209; 

FITZPATRICK; EVANS, 2009; LOSDAT; CHANG; REID, 2014).  

Não somente, mesmo populações consanguíneas aparentemente sem complicações 

podem estar sofrendo depressão por endogamia (FRANKHAM et al., 1999; ØRSTED et al., 

2019). Portanto, o objetivo do presente trabalho foi compreender como o endocruzamento se 

comporta nessa população de lambaris em relação aos aspectos reprodutivos. Para isso, foram 

caracterizados os estádios de desenvolvimento gonadal, determinação da proporção sexual, 

estimativa da relação massa-comprimento e fator de condição relativo. Com os resultados 

obtidos, medidas necessárias para a conservação da espécie poderão ser estabelecidas.  

 

https://www-nature.ez82.periodicos.capes.gov.br/articles/6885530#ref-CR23
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MATERIAL E MÉTODOS 

 

Amostragem dos espécimes 

 

A pesquisa foi realizada com base em padrões internacionais de experimentação 

animal, conforme autorizado pelo Comitê de Ética em Pesquisa no Uso de Animais da 

Universidade Tecnológica Federal do Paraná (CEUA parecer N °. 2018-025/2018). A captura 

dos animais foi autorizada pelo Ministério do Meio Ambiente (MMA / ICMbio nº 15115-1) e 

Instituto Ambiental do Paraná (IAP nº 15.190.528-5; Autorização 15.18). 

 

Local de amostragem e amostras 

 

Exemplares de Psalidodon aff. Fasciatus foram coletados na Furna 2 do PEVV, 

Unidade de Conservação localizada no alto curso da Bacia do Rio Tibagi, município de Ponta 

Grossa, sul do Brasil, sob as coordenadas 25º 15´01 53” S e 50º 00´19 38” O (Figura 9). Dados 

meteorológicos referentes à precipitação e temperatura do ar durante o período de coleta foram 

obtidas por meio do SIMEPAR (Sistema Meteorológico do Paraná http://www.simepar.br/). 

As coletas com periodicidade mensal ocorreram entre fevereiro/2019 a janeiro/2020 

de forma 48oce48etro, utilizando armadilha tipo rede de arrasto. Um total de 254 espécimes, 

compreendendo 154 machos e 100 fêmeas foram coletados. Os exemplares foram transferidos 

para o Laboratório de Ecologia Aquática da UTFPR, onde foram manipulados em solução de 

benzocaína (0,1 g/L) até atingirem anestesia profunda. Os indivíduos foram identificados, 

fotografados, e o sexo foi definido preliminarmente pela presença de ganchos na nadadeira anal 

dos machos. Com o auxílio de uma balança de precisão e um paquímetro digital foram 

aferidos o peso total (WT) de cada indivíduo e o comprimento total (LT). 

 

Histologia das gônadas  

 

Foi realizada uma incisão na região abdominal, do poro urogenital em direção à 

cabeça. As gônadas (direita e esquerda) foram extraídas e imediatamente fixadas 

separadamente em solução de Bouin por um período de 48 horas. Após, foram lavadas com 

álcool 70%, e também conservadas. As peças foram submetidas ao processamento histológico 

automatizado (TP 1020, Leica Byosystems, Nussloch, Alemanha) e incluídas em parafina 

líquida com orientação para realização de cortes transversais. Logo após foram obtidos cortes 

http://www.simepar.br/
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histológicos por meio da microtomia, com 5 µm de espessura. A técnica convencional com 

hematoxilina-eosina (HE) foi empregada para corar as lâminas.  

Imagens foram obtidas com o microscópio de epifluorescência Olympus BX41 

acoplado ao sistema de captura de Imagens CCD Olympus DP 71® e software DP-

Controller versão 3.2.1.276. A análise microscópica compreendeu 95 indivíduos (26 ovários 

e 69 testículos), e, os estádios de desenvolvimento gonadal foram estabelecidos com base na 

proporção das células germinativas femininas e masculinas seguindo os critérios definidos por 

Carvalho et al. (2009). 

 

 Razão sexual 

 

A razão sexual foi realizada a cada mês dividindo o número de fêmeas pelo número 

de machos capturados em cada coleta, a fim de verificar possível flutuação deste 49oce49etro 

na população ao longo de um ciclo reprodutivo. Da mesma forma, um valor médio foi definido 

para a razão sexual, considerando as 49oce amostras realizadas. O teste Qui-quadrado foi 

aplicado para avaliar possíveis diferenças sigificativas entre a razão sexual de machos e fêmeas 

(1:1). 

 

Relação peso-comprimento e fator de condição relativo (Kn) 

 

A relação peso total (WT) x comprimento total (LT) foi calculada utilizando a equação: 

WT = aLT
b os parâmetros a e b foram estimados a partir do método dos mínimos quadrados 

aplicados aos dados convertidos em seus respectivos logaritmos naturais, e, utilizados nas 

estimativas dos valores de peso esperado (We). O valor do coeficiente angular (b) foi calculado 

a partir do agrupamento de todos os indivíduos (LIMA-JUNIOR; CARDONE; GOITEIN, 

2002). Para avaliar o “bem estar”, foi calculado, individualmente, o fator de condição relativo 

(Kn) que corresponde ao quociente entre o peso observado (WT) e peso esperado (We) para 

determinado comprimento (Le Cren, 1951). Após, foi estimado o valor médio de Kn para 

machos e fêmeas separadamente, e comparados estatisticamente com o padrão Kn = 1.00, 

através do teste “t” de Student (p < 0.05). 
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RESULTADOS 

 

Histologia das gônadas 

 

Com base na proporção das células germinativas femininas e masculinas é possível 

estabelecer os estádios de desenvolvimento gonadal (VAZZOLER, 1996). Assim, foram 

caracterizados os cinco estádios definidos por Carvalho et al. (2009) em estudos anteriores com 

Psalidodon fasciatus, para as fêmeas (Figura 15) e machos (Figura 17) da Furna 2.  Bem como, 

determinada a frequência relativa dos estádios de maturação em relação às estações do ano 

(Figura 16) e (Figura 18).  

Durante a oogênese foram encontrados oócitos perinucleares em fase de crescimento 

primário e secundário em todos os estádios, com formato esférico e oval, condição esperada já 

que esses oócitos constituem o “estoque de reserva” para o período reprodutivo seguinte 

(VAZZOLER, 1996). No Estádio repouso (I) esses oócitos foram os únicos identificados, 

basofílicos, com um grande núcleo central exibindo vários nucléolos na periferia e núcleo 

irregular. Já no Estádio maduro inicial (II) os ovários apresentam também oócitos pré-

vitelôgenicos com alvéolos corticais característicos na região periférica do citoplasma, estrutura 

relacionada à ativação de uma barreira durante a fertilização para evitar a poliespermia (HART, 

1990). Quando prontos para desova, Estádio maduro (III) foram visualizados oócitos 

vitelôgenicos, acidofílicos, repletos de grânulos de vitelo, o que garante reserva de nutrientes 

para a sobrevivência do embrião, uma vez que a fecundação desses peixes é externa 

(READING; SULLIVAN, 2011). Iniciada a desova foi possível visualizar folículos pós-

ovulatórios além de oócitos em todas as fases de crescimento, caracterizando o Estádio 

parcialmente vazio (IV), as células foliculares são remanescentes no ovário porque durante a 

ovolução os oócitos são liberados somente com a zona pelúcida (VAZZOLER, 1996). Ao 

término da desova, Estádio totalmente vazio (V) restaram nos ovários somente oócitos 

perinucleares, folículo pós-ovulatório e oócitos em atresia que não foram liberados, estes são 

representados como uma massa amorfa em degeneração e serão reabsorvidos pelo organismo 

(VAZZOLER, 1996). 
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Figura 15 – Ovários de Psalidodon aff. fasciatus corados com HE. I – Estádio repouso contendo oócito perinuclear 

inicial e avançado, com citoplasma basofílico e vários nucléolos no núcleo (em destaque), II – Estádio maduro 

inicial além de oócitos perinucleares apresenta oócitos pré-vitelogênicos com alvéolos corticais característicos (em 

destaque – flecha), III – Estádio maduro predominância de oócitos vitelogênicos preenchidos por grânulos de 

vitelo, III* - Imagem macroscópia de ovário maduro, pronto para desova,  IV – Estádio parcialmente vazio com 

oócitos em todas as fases de crescimento e também folículos pós-ovulatórios (em destaque – flecha), V – Estádio 

totalmente vazio contendo oócitos perinucleares, folículo pós-ovulatório e oócito atrésico (em destaque). 

 

 

Fonte: A autora 
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Figura 16 – Distribuição de frequências percentuais dos estádios de maturação gonadal para as fêmeas 

de  Psalidodon aff. fasciatus de acordo com as estações do ano (Verão – janeiro a fevereiro, outono – abril a junho, 

inverno – julho a setembro, verão – outubro a dezembro).  

 

 

Fonte: A autora 

 

Os testículos estavam organizados em cistos, o que caracteriza a espermatogênese do 

tipo cística (MATTEI et al., 1993; QUAGIO-GRASSIOTTO; ISHIBA, 2013). No Estádio 

repouso (I) o lúmen estava ocluído, e foram identificadas várias espermatogônias, algumas 

isoladas e outras agrupadas, relativamente grandes se comparadas às demais células 

germinativas. Já no Estádio maduro inicial (II), as espermatogônias passaram por divisões 

meióticas originando cistos de espermatócitos e espermátides, que por sua vez, passaram pelo 

processo de espermiação, o qual envolve diversas modificações para transformação em 

espermatozoides, como o desenvolvimento de flagelos e redução no tamanho (SHULZ et al, 

2010). Estes foram detectados em pequena proporção dentro do lúmen. Os testículos desses 

lambaris, quando maduros Estádio (III) se apresentaram repletos de espermatozoides, além da 

visualização de alguns  cistos de células espermatogênicas. No Estádio parcialmente vazio 

(IV) ocorreu a diminuição dos espermatozoides de forma gradativa, até que o túbulo 

seminíferio se encontrasse vazio ou com apenas espermatozoides residuais Estádio (V). 
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Figura 17 – Testículos de Psalidodon. Aff. fasciatus corados com HE. I – Estádio repouso organizado em cistos 

contendo espermatogônias no túbulo seminífero e lúmen ocluído, II – Estádio maduro inicial com presença de 

espermatozoides em pequena proporção dentro do lúmen e cistos de células espermatogênicas no  túbulo 

seminífero, III – Estádio maduro exibindo lúmen repleto de espermatozoides embutidos na secreção de acidófilos 

e alguns cistos de células espermatogênicas, IV – Estádio parcialmente vazio contendo poucos espermatozoides, 

V – Estádio totalmente vazio apenas com espermatozoides residuais. Flecha = espermatogônias, * = 

espermatozoides. 

 

 

Fonte: A autora 
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Figura 18 – Distribuição de frequências percentuais dos estádios de maturação gonadal para os machos 

de  Psalidodon aff. fasciatus de acordo com as estações do ano (Verão – janeiro a fevereiro, outono – abril a junho, 

inverno – julho a setembro, verão – outubro a dezembro). 

 

 
Fonte: A autora 

 

Razão sexual 

 

A razão sexual encontrada na população revelou predominância de machos (n = 154, 

61%) sobre as fêmeas (n = 100, 39%). A proporção sexual foi de 1M:0,6F, com diferença 

significativa ao nível de 5% (X² = 21.885, df = 11, p-value = 0.02528). A distribuição da 

frequência relativa de machos e fêmeas está representada na Figura 19 e foi testada ao longo 

dos 12 meses de amostragem (Tabela 3). 
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Figura 19 – Distribuição da frequência relativa de machos e fêmeas de P. aff fasciatus coletados na Furna 2 do 

PEVV no período 2019-2020. 

 

Fonte: A autora 

 

Tabela 3 – Razão sexual de Psalidodon aff. fasciatus. 

 

 

 

 

Meses   Fêmeas (n)   Machos (n)   Fêmeas (%)   Machos (%)   X² 

                      

fev/19   1   6   14.3   85.7   3.5714 

mar/19   9   13   41   59   0.72727 

abr/19   10   17   37   63   1.8148 

mai/19   2   6   25   75   2 

jun/19   10   16   38.5   61.5   1.3846 

jul/19   8   0   100   0   8* 

ago/19   1   9   10   90   6.4* 

set/19   29   43   40.3   59.7   2.7222 

out/19   4   9   30.8   69.2   1.9231 

nov/19   15   16   48.4   51.6   0.032258 

dez/19   9   11   45   55   0.2 

jan/20   2   8   20   80   3.6 
 

Fonte: A autora 

Nota: * indicam diferenças significativas (p<0.05) entre machos e fêmeas.     
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Relação peso-comprimento e fator de condição relativo (kn) 

 

A relação peso-comprimento foi estimada para todos os indivíduos agrupados, o 

parâmetro b foi 2,3, o que indica crescimento do tipo alométrico negativo (Figura 20). 

 

Figura 20 – Representação gráfica da relação peso-comprimento para ambos os sexos agrupados P. aff. fasciatus 

da Furna 2 do PEVV. 

 

Fonte: A autora 

 

 

O fator de condição relativo (Kn) foi determinado individualmente (Figura 21). 

Estimaram-se as médias para machos e fêmeas. Não houve diferença significativa para o bem-

estar entre os sexos, ambos apresentaram o valor médio de Kn = 0.95. 
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Figura 21 – Valores individuais do fator de condição relativo (Kn), em torno do valor padrão (Kn = 1,0), em 

relação ao peso total. 

 

Fonte: A autora 

 

Dados climatológicos 

 

As médias mensais de precipitação e temperatura do ar durante o período de coleta 

foram obtidas por meio do SIMEPAR (Sistema Meteorológico do Paraná 

http://www.simepar.br/). Os valores médios da temperatura foram mais altos durante o período 

de outubro a março (Figura 22). Os meses de junho a outubro corresponderam ao período mais 

secos do ano, e o mês de maio apresentou o maior índice de precipitação (Figura 23). 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.simepar.br/
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Figura 22 – Média mensal de temperatura do ar para o município de Ponta Grossa no período de 02/2019 a 01/2020. 

 

Fonte: A autora 

 

 

Figura 23 – Média mensal de precipitação para o município de Ponta Grossa no período de 02/2019 a 01/2020. 

 

Fonte: A autora 
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DISCUSSÃO 

 

Os teleósteos no geral apresentam desenvolvimento gonadal cíclico e sazonal, os 

ovários e testículos passam por profundas modificações ao longo da gametogênese, o que 

permite que esse processo seja dividido em estádios, estes que variam de acordo com a 

espécie e com os critérios escolhidos (QUAGIO-GRASSIOTTO; ISHIBA, 2013). Utilizando 

análises histológicas, considerando diferenciação, crescimento e desenvolvimento das 

células germinativas, foi possível caracterizar para essa população endogâmica de P. aff. 

fasciatus cinco estádios de maturação (Figura 15; Figura 17) não diferindo do proposto 

anteriormente por Carvalho et al. (2009) para a espécie. 

Os resultados aqui obtidos indicam que P. aff. fasciatus apresentam atividade 

reprodutiva praticamente durante todo o ano, particularmente se considerarmos os machos, 

consequentemente, quem determina o período de desova são as fêmeas, além da prole, pois, 

possuem um número limitado de oócitos em relação aos espermatozoides (CHAVES, 1991; 

SANTOS, 1995). Durante o outono, as fêmeas estão em maior proporção nos Estádios IV e V, 

avançando para os estádios de maturação nos meses posteriores, especialmente ao fim do 

inverno. A maior intensidade no período reprodutivo compreendeu as estações de primavera e 

verão, com início em outubro, evento visualizado também para outros peixes (VAZZOLER; 

MENEZES, 1992; PORTELLA et al., 2021). Fatores abióticos podem estar relacionados, pois, 

a desova tende a ocorrer quando as condições ambientais estão apropriadas para a 

fecundação e desenvolvimento da prole (VAZZOLER, 1996), o que pode ter relação com 

o observado durante as coletas na primavera e verão: aumento no índice da temperatura do 

ar associada à precipitação. Apesar disso, não se pode determinar de que forma as variáveis 

abióticas atuaram como fatores preditivos e finalizadores no período reprodutivo, para isso, 

análises mais minuciosas são necessárias. 

As características reprodutivas exibidas por esses caracídeos indicam uma estratégia de vida 

do tipo oportunística (r), comum em espécies de pequeno porte,  especialmente em  Characiformes 

com ausência ou pouco cuidado parental e período de desova prolongado com surtos 

reprodutivos (WINEMILLER, 1989; VAZZOLER, 1996). O longo período reprodutivo e o 

ambiente lêntico onde esses peixes vivem (BAZZOLI, 2003), sugerem a desova do tipo 

fracionada, similar a outros Characiformes (HOJO; SANTOS; BAZZOLI, 2004; CARVALHO 

et al., 2009). Cabe ressaltar que, o tipo de desova é um ponto problemático no estudo da 

reprodução dos lambaris, pois, não existe homogeneidade, como consequência de fatores 
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fisiológicos ou alterações ambientais os peixes podem alterar entre desova total para a desova 

fracionada e vice-versa (CARVALHO et al., 2009; ARAÚJO et al., 2019). 

O crescimento apontado foi do tipo alométrico negativo (b = 2,3), ou seja, maior 

incremento de energia em crescimento do que em peso. O que pode estar associado à 

endogamia, visto que o peso corporal é afetado em indivíduos consanguíneos (FESSEHAYE et 

al., 2007). Contudo, o comprimento total máximo estimado de 92,22 mm, abaixo do registrado 

para a espécie 132 mm (VAZZOLER, 1996). Apesar do pequeno porte, as fêmeas suportaram 

os maiores valores aferidos, o que possivelmente está relacionado com a fecundidade, pois, o 

tamanho da cavidade peritoneal perrmite uma maior ou menor quantidade de oócitos (VAZZOLER, 

1996, ARAÚJO et al., 2019). Ainda, em relação ao grau de higidez, alguns indivíduos dispersaram 

do Kn = 1 esperado, entretanto, o valor médio de Kn = 0,95 não foi significativo para os sexos 

agrupados e nem separadamente. O que nos leva a inferir que ambos os sexos apresentam um bom 

índice de bem-estar, reflexo das condições nutricionais recentes relacionadas com a disponibilidade 

abundante de alimentos na Furna 2 (Mayer et al., em preparação).  

A proporção sexual é um dos indicativos mais importantes para o entendimento da 

dinâmica populacional dos peixes, no geral as populações tendem ao equilíbrio com o número 

de machos estatisticamente igual ao número de fêmeas (1:1) (NIKOLSKY, 1969;  

VAZZOLER, 1996). Todavia, desvios na proporção são relativamente frequentes em 

populações de peixes e podem ser provocados por fatores que agem de forma distinta sobre os 

sexos, como comportamento reprodutivo, alterações na taxa de natalidade, mortalidade e de 

crescimento (VAZZOLER, 1996; ARAÚJO et al., 2019). Cabe ressaltar que a proporção sexual 

tendenciosa para um dos sexos reduz a população efetiva, bem como resulta na perda da 

diversidade genética (ZAJITSCHEK et al., 2009). Também, o maior número de machos em 

populações consanguíneas pode resultar em um baixo sucesso reprodutivo, visto que os efeitos 

da endogamia são agravados quando existe competição entre machos (FESSEHAYE et al., 

2009). 

Os P. aff. fasciatus da Furna 2 exibiram uma predominância de machos, com exceção 

do mês de julho correspondente ao inverno. No entanto, ao considerarmos as demais 

amostragens mensais, como também as estações do ano, o resultado contrasta com o encontrado 

normalmente para P. aff. fasciatus, onde as fêmeas predominam (CARVALHO et al., 2009; 

SILVA et al. 2010; SILVEIRA et al., 2019). O maior número de machos presentes em 

populações de peixes de água doce foi associado ao ambiente oligotrófico (NIKOLSKY, 1969; 

GURGEL, 2004), o que diverge do encontrado na Furna 2, uma vez que o ambiente é estável 

e o recurso alimentar é abundante no local, portanto o esperado seria que a razão sexual 
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favorecesse as fêmeas. Ainda, o comportamento reprodutivo pode exercer influência, o que 

poderia explicar o maior número de machos durante o pico reprodutivo, já que essa seria uma 

tática para espécies de fecundação externa relacionada com a fecundidade das fêmeas, assim, a 

maior proporção de machos aumentaria o número de oócitos fertilizados (VEREGUE; ORSI, 

2003). Em contrapartida, a razão sexual compreendendo todas as amostragens não pode ser explicada 

em sua totalidade pelas possíveis causas apontadas, o que nos leva a inferir que outros fatores podem 

estar agindo de forma distinta sobre os sexos. Possivelmente questões relacionadas à 

consanguinidade, uma vez que a sobrevivência de machos e fêmeas pode ser afetada de forma 

diferencial pela depressão endogâmica  (LACY et al.,1993). Ainda, genes deletérios foram 

associados com um desequilíbrio na razão sexual provocando a maior letalidade de fêmeas em 

uma população consanguínea de tilápias (SHIRAK et al., 2002). 

A fecundidade representa o número de oócitos maduros existentes em uma fêmea antes 

da desova, o que está intimamente relacionado com o volume da cavidade celomática  e 

tamanho desses oócitos, embora exista uma grande variação interespecífica,  peixes de grande 

porte tendem a exibir uma fecundidade elevada, bem como o contrário (VAZZOLER, 1996; 

DALA-CORTE; AZEVEDO, 2010). Já, o tamanho dos oócitos não depende do porte da 

espécie, mas sim do comportamento reprodutivo (VAZZOLER, 1996; HIRT; ARAYA; 

FLORES, 2011). Baixos valores de fecundidade  foram relatados para P. fasciatus 

corroborando com o pequeno porte (HIRT; ARAYA; FLORES, 2011), também, os lambaris 

aqui estudados apresentam características que de acordo com Vazzoler (1996) apontam 

possivelmente para uma baixa fecundidade e oócitos pequenos, pois, não são migradores, não 

possuem cuidado parental e apresentam fecundação externa. Aspecto esse que pode garantir 

vantagens nessa população endogâmica que está isolada intra e interespecificamente, já que 

oócitos menores podem ser produzidos em maior quantidade, ampliando as chances de 

perpetuação da espécie (DALA-CORTE; AZEVEDO, 2010). Ainda, investir na produção de 

oócitos grandes resultaria em um elevado custo energético desvantajoso, pois, esses oferecem 

melhores condições para o desenvolvimento e sobrevivência das larvas sobretudo na presença 

de predadores, cenário contrário ao visualizado na furna (VAZZOLER, 1996).  

Em nosso trabalho não foram identificados indivíduos imaturos, possivelmente devido 

a seletividade de pesca (rede de arrasto), o que impossibilitou a estimativa do comprimento de 

primeira maturação pelo método L50, que estabelece o comprimento no qual 50% dos indivíduos 

amostrados são adultos e 50% são imaturos ou juvenis (VAZZOLER, 1996; BAZZOLI, 2003). 

Como alternativa, avaliamos o comprimento de primeira maturação considerando o menor 

comprimento total aferido para fêmeas e machos em Estádio maduro (III) (HOJO; SANTOS; 
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BAZZOLI, 2004). O qual foi estimado em 56,78 mm para fêmeas e 61,47 mm para machos, 

valores menores que o registrado para a espécie por Carvalho et al. (2009), onde o comprimento 

padrão de primeira maturação foi de 64 e 65 mm para machos e fêmeas, respectivamente, e por 

Prado et al. (2011), onde o comprimento total para maturação foi de 88 mm. Possivelmente, 

essa é uma tática reprodutiva decorrente das variáveis bióticas e abióticas da Furna 2, uma vez 

que a primeira maturação precoce é eficiente para aumentar a produção de juvenis e, 

consequentemente, a população como um todo (VAZZOLER, 1996; VEREGUE; ORSI, 2003; 

DALA-CORTE; AZEVEDO, 2010). 

 

CONCLUSÃO 

 

Em conclusão, esse estudo apresenta as primeiras informações sobre a biologia 

reprodutiva desses lambaris que vivem na Furna 2 do Parque Estadual de Vila Velha, Paraná. 

Conforme o exposto, as gônadas não sofreram alterações, a estratégia oportunista apontada é 

também comum para outros caracídeos de pequeno porte, além da plasticidade de táticas 

reprodutivas esperada. Contudo, nossos resultados sugerem que a endogamia possa estar 

refletindo de forma distinta sobre os sexos, ocasionando um desequilíbrio na razão sexual 

tendencioso para os machos. Ainda, por se tratar de uma população pequena e restrita de fluxo 

gênico, os efeitos da consanguinidade podem ser agravados, refletindo em um cenário com 

indivíduos fortemente ameaçados.  
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5 CONCLUSÃO GERAL 

 

Nosso objetivo consistia na investigação de manifestações em traços morfológicos e 

reprodutivos resultantes da endogamia na população de Psalidodon aff. fasciatus. Em 

conclusão, nosso estudo sugere que esses lambaris estão expressando alterações significativas 

relacionadas com deformidades da coluna vertebral, onde indivíduos severamente anômalos 

correspondem ao sexo feminino. Coincidentemente, a proporção sexual é desequilibrada nessa 

população (1M:0,6F), o que nos leva a inferir que a consanguinidade possar estar atuando de 

forma distinta sobre os sexos. Ainda, ao considerarmos que a Furna 2 do PEVV é restrita de 

fluxo gênico, as complicações já discutidas aqui podem ser ainda mais graves, uma vez que as 

condições experimentadas por esses lambaris tendem a ampliar os efeitos deletérios em 

características intimamente relacionadas com a aptidão. 
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ANEXO A – Caracterização estádios de desenvolvimento gonadal 

Características microscópicas utilizadas na determinação dos estádios de desenvolvimento 

gonadal de Psalidodon aff. fasciatus. 

ESTÁDIOS OVÁRIOS TESTÍCULOS 

I - Repouso  Presença de oócitos 

perinucleolares iniciais e 

avançados. 

Túbulos seminíferos com 

somente espermatogônias e 

lúmen ocluído. 

II - Maduro Inicial Presença de oócitos 

perinucleolares e pré-

vitelogênicos. 

Túbulos seminíferos com 

cistos de células 

espermatogênicas e poucos 

espermatozoides dentro do 

lúmen. 

III - Maduro Presença de oócitos 

perinucleolares, pré-

vitelogênicos e 

vitelogênicos. 

Túbulos seminíferos com 

alguns cistos de células 

espermatogênicas e lúmen 

cheio de espermatozoides 

embutidos na secreção de 

acidófilos. 

 

 

IV - Parcialmente Vazio Presença de oócitos 

perinucleolares, pré-

vitelogênicos, vitelogênicos 

e folículos pós-ovulatórios. 

 

Túbulos seminíferos 

parcialmente vazios, poucos 

cistos de espermatócitos e 

espermatozoides. 

 

V - Totalmente Vazio Presença de oócitos 

perinucleares, folículos pós-

ovulatórios e atrésicos. 

Túbulos seminíferos 

contendo espermatogônias e 

lúmen vazio ou somente 

espermatozoides residuais. 

 

Fonte: Adaptado de CARVALHO et al. (2009) 
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ANEXO B – Autorização Comitê de Ética em Pesquisa no Uso de Animais da Universidade 

Tecnológica Federal do Paraná (CEUA parecer N °. 2018-025/2018) 

 

 



81 

 

 

 

 



82 

ANEXO C Autorização de coleta: Ministério do Meio Ambiente (MMA / ICMbio nº 

15115-1) e Instituto Ambiental do Paraná (IAP nº 15.190.528-5; Autorização 15.18) 
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ANEXO D – Protocolo de Histologia 

O processo de preparação para inclusão:  

1- Desidratação 

• Álcool a 70% por 1h30 

• Álcool a 80% por 1h30 

• Álcool a 96% por 1h30 

• Álcool (I) a 100% por 1h00 

• Álcool (II) a 100% por 1h00 

• Álcool (III) a 100% por 1h00 

2- Diafanização 

• Xilol (I) por 1h30 

• Xilol (II) por 1h30 

3- Impregnação 

• Parafina (I) por 2h00 

• Parafina (II) por 2h00  

 

O processo de coloração:  

1- Desparafinização 

• Xilol (I) - 10 minutos  

• Xilol (II) - 10 minutos  

2- Hidratação 

• Álcool absoluto - pôr e tirar 

• Álcool 90% - pôr e tirar 

• Álcool 70% - pôr e tirar 

• Álcool 50% - pôr e tirar 

• Água de torneira - 2 trocas 

• Água destilada - 2 trocas 

3- Coloração: 

• Corar com Hematoxilina de Mayer - 15 minutos 

• Lavar em água da torneira 

• Diferenciação com água corrente da torneira - 15 minutos 

• Álcool 80% - 2 minutos 

• Corar com Eosina-Floxina - 5 minutos 

4- Desidratação 

• Álcool absoluto I - pôr e tirar 

• Álcool absoluto II - pôr e tirar 

• Álcool absoluto III - pôr e tirar 

• Diafanizar em xilol - 3 minutos 

• Xilol (para montagem) - 3 minutos 

 

 

 

 

 

 


