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Resumo Geral 

 

 Os Cheirodontinae formam um grupo monofilético de pequenos peixes com 

duas tribos reconhecidas, Cheirodontini e Compsurini, sendo caracterizados pela 

combinação de um grupo de caracteres que envolvem forma dos dentes, cobertura 

muscular sobre a região anterior à bexiga natatória e padrão de cores na região 

umeral. Distribuem-se amplamente na região Neotropical ocorrendo desde o sul do 

México até a Argentina. No presente trabalho foram analisados exemplares de 

Serrapinnus notomelas provenientes de seis diferentes localidades da região leste 

da bacia do alto rio Paraná, no Estado de São Paulo, Brasil. Todos os exemplares 

capturados apresentaram número diplóide de 2n=52 cromossomos, com poucas 

variações quanto à fórmula cariotípica, indicando uma tendência conservadora do 

número diplóide da espécie. Porém, o mesmo não parece ocorrer em relação à 

macro-estrutura cromossômica e à micro-estrutura cariotípica, sendo detectadas 

diversas alterações com o uso da técnica de bandamento C, bem como quando 

aplicada a técnica de impregnação pela Prata para identificação das regiões 

organizadoras nucleolares, confirmada pela aplicação da técnica de hibridação “in 

situ” fluorescente (FISH) utilizando sonda de DNAr 18S. São discutidos os prováveis 

eventos de rearranjos cromossômicos envolvidos na diferenciação deste grupo, bem 

como as características citogenéticas limítrofes entre indivíduos destes ambientes 

que podem dar início ao estabelecimento de novas espécies. 
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1 Introdução Geral 

 

1.1 Subfamília Cheirodontinae 

 A subfamília Cheirodontinae é um clado presente nos Characidae redescrito 

recentemente por Malabarba (1998), sendo considerado monofilético e 

compreendendo 23 gêneros, dos quais seis forram apresentados como gêneros 

novos. Segundo este autor a monofilia do grupo é suportada pela presença 

combinada de quatro caracteres, sendo que três destes são representados pela 

forma dos dentes (pentacuspidado e pedicelado), um pela da cobertura muscular 

anterior à bexiga natatória, que está ausente formando um pseudo-tímpano e outro 

relacionado ao padrão de cores da região umeral que são exclusivos deste grupo, 

sendo que nenhum outro Characidae possui tais combinações.  

A subfamíia Cheirodontinae é subdividida em duas tribos, Cheirodontini e 

Compusurini, sendo o gênero Serrapinnus pertencente à tribo Cheirodontini, com 

base principal em caracteres relacionados ao dimorfísmo sexual secundário 

observado nos raios procorrentes ventrais da nadadeira caudal e raios da nadadeira 

anal dos machos (Malabarba et al, 1998). Malabarba (1998) descreve que 

Cheirodontinae como um grupo de peixes de pequeno porte, não migradores e que 

tem como mecanismo reprodutivo a oviparidade no qual o macho fecunda a fêmea, 

porém o desenvolvimento embrionário é externo. não são migradores e são de 

pequeno porte. Vazzoler (1996) descreve que a este tipo de comportamento 

(oviparidade) está relacionado às características particulares dos peixes não 

migradores que apresentam cuidado parental e estratégia reprodutiva do tipo r. 

Estas características dificultam o fluxo gênico entre as diferentes populações, 

tornando os estudos citogenéticos populacionais importantes quando se trata de 

estudar aspectos relacionados à conservação genética em peixes. A tribo 

Cheirodontini inclui os gêneros Cheirodon (com seis espécies), Spintherobolus (com 



Paiva, LRS                                                                                                                                            Introdução 

 

 3

quatro espécies), um characideo fóssil, † Megacheirodon unicus, Nanocheirodon 

(uma espécie), Heterocheirodon (uma espécie), Serrapinnus (sete espécies) e um 

novo gênero.  

 

1.2 - O Gênero Serrapinnus 

 A denominação do gênero Serrapinnus (do Latim serra= disse e pinna= 

nadadeira) é dada em referência à forma peculiar dos raios da nadadeira anal do 

macho quando maduro, descrito como novo para a subfamília Cheirodontinae, antes 

abrangendo apenas os gêneros Cheirodon, Odontostilbe e Holoshesthes para os 

Rios Amazonas, São Francisco, Paraná-Paraguai-Uruguai e drenagens costeiras do 

Brasil (Malabarba, 1998). São peixes de pequeno porte entre 30mm e 60mm de 

comprimento máximo, habitam ambientes variáveis de lênticos a semi-lóticos e estão 

aparentemente distribuídos geograficamente em localidades da América Central, 

América do Sul e regiões costeiras. 

 

1.3 Breve Histórico da Citogenética de Peixes 

 Os estudos citogenéticos no grupo de peixes tiveram um grande impulso a 

partir da década de 60, principalmente após a publicação do trabalho de Mcphail e 

Jones (1966), formulando a técnica de suspensão celular para obtenção de 

cromossomos mitóticos em peixes. Stewart e Lewis (1968) descreveram que a 

aplicação da técnica proposta apresentava algumas desvantagens, com referência à 

visualização dos cromossomos (possível somente sob observação em contraste-de-

fase) e à conservação do material, o qual deveria ser mantido em baixas 

temperaturas. Dessa forma propuseram que o material deveria ser fixado em 

etanol/ácido acético e corado com Giemsa. Kligerman e Bloom (1976) descreveram 

outro método para obtenção de cromossomos mitóticos quando solução hipotônica 

(KCl) foi empreganda pela primeira vez com eficiência, para melhorar a dispersão 

dos cromossomos. No Brasil Cestari (1973), Bertollo et al. (1978) e Foresti et al. 

(1981; 1993), descreveram metodologias para obtenção de cromossomos mitóticos, 
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os quais foram adaptados para peixes e passaram a proporcionar excelentes 

resultados, sendo empregadas como rotina até o presente momento. Estes autores 

impulsionaram a realização de muitos trabalhos de citotaxonomia dos peixes 

neotropicais. Contudo, apesar do desenvolvimento desta área o uso das técnicas de 

bandamento cromossômico clássico em cromossomos de peixes é ainda restrito. 

Vários autores relatam que são conhecidos os números diplóides e/ou 

haplóides de 706 espécies de peixes distribuídas em 207 gêneros e 38 famílias, o 

que representa aproximadamente 22% das espécies já identificadas, de ocorrência 

na região Neotropical (Almeida-Toledo et al, 2000, Oliveira et al, 2000). Segundo 

Almeida-Toledo et al (2000) a variabilidade em peixes neotropicais é extraordinária 

quanto ao número e fórmula cromossômica, sendo encontrados números diplóides 

que variam desde 2n=20 cromossomos em Pterolebias longipinnis a 2n=134 

cromossomos em Corydoras aeneus. Outras características citogenéticas dos 

representantes deste grupo são a presença de cromossomos supranumerários, 

heteromorfismo ligado ao sexo, além de outros tipos de polimorfismo. Também é 

comum a ocorrência de grupos com pouca variação no número diplóide, sendo por 

isso denominados conservados, como os Parodontidae, Prochilodontidae, 

Chilodontidade, além de outros Characidae que possuem o número diplóide de 

2n=54 cromossomos na maioria das espécies já estudadas. Outras variações 

envolvem a ocorrência de poliploidia (Corydoras cf. simulatus), a identificação de 

híbridos naturais (Eigenmannia) e de polimorfismos das regiões organizadoras de 

nucléolos.  

 

1.4 - Citogenética de Cheirodontinae  

 Os dados citogenéticos disponíveis para os representantes de Cheirodontinae 

são escassos, e frequentemente representados apenas pela identificação do número 

diplóide de alguns gêneros como Cheirodon, Paracheirodon, Odontostilbe e 

Holoshestes deste grupo com 2n=52 cromossomos (Oliveira, et al. 1988, Nishiyama 

e Santos, 1995 e Wasko et al, 2001). Nenhuma descrição das características 
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cromossômicas com aplicação de técnicas de bandamentos foi apresentada até o 

presente. Wasko et al (2001) discutem a existência de um possível mecanismo de 

determinação sexual do tipo ZZ/ZW nas espécies Odontostilbe paranensis e 

Holoshestes heterodon, sendo a última reconhecida agora por Malabarba (1998) 

como Serrapinnus heterodon.  No presente trabalho, foram realizadas análises 

citogenéticas em exemplares de S. notomelas capturados em seis diferentes 

localidades das bacias hidrográficas dos principais rios do estado de São Paulo (rio 

Tietê, Rio Paraitinguinha, rio Capivara, córrego Campo Novo, rio Piriquito, rio 

Paranapanema).  Com o objetivo de caracterizar cromossômicamente a espécie 

Serrapinus notomelas e verificar se o isolamento geográfico poderia influenciar na 

estrutura cariotípica de exemplares identificados como pertencentes à mesma 

espécie, utilizou-se coloração convensional com Giemsa, técnicas de bandeamento 

cromossômico clássico (bandeamento C e detecção de regiões Ag-NOR positivas) e 

de citogenética molecular (FISH “hibridação ‘in situ’ fluorescente) com utilização de 

sonda DNAr 18S. 

 

1.5 - Regiões Organizadoras de Nucléolo e DNAr 45S  

 Em eucariotos superiores, os genes RNA ribossômicos (RNAr) encontram-se 

organizados como duas famílias multigênicas distintas, representadas pelo DNAr 

45S e pelo DNAr 5S e compostas por unidades repetidas “em tandem”, com 

centenas a milhares de cópias (Long & David 1980; Martins e Galetti, 2004). 

 O DNAr 45S consiste de unidades transcricionais que codificam os RNAs 

ribossômicos 18S, 5.8S e 28S, separadas por espaçadores internos transcritos 

(ITS1 e ITS2) e flanqueadas por espaçadores externos transcritos (ETS1 e ETS2) e 

não-transcritos (NTS) (Long & David 1980). Múltiplas cópias destas unidades 

correspondem às regiões organizadoras de nucléolos (RONs). Diversos trabalhos 

têm demonstrado que várias espécies de peixes apresentam somente dois 

cromossomos portadores de regiões organizadoras de nucléolos (Galetti et al. 1984; 

Venere & Galetti 1989; Pauls & Bertollo 1990; Martins & Galetti 1997), enquanto 



Paiva, LRS                                                                                                                                            Introdução 

 

 6

outras possuem múltiplos cromossomos portadores de RONs (Foresti et al. 1989; 

Sola et al. 1990, 1992; Wasko & Galetti 1999, Paintner-Marques et al, 2002, 

Gromicho et al, 2005). 

 Como as regiões organizadoras de nucléolos podem constituir excelentes 

marcadores citogenéticos em peixes (e.g. Galetti et al. 1984), estas têm sido 

comumente detectadas em várias espécies utilizando coloração com nitrato de Prata 

(Ag-NOR), mitramicina (MM) ou cromomicina A3 (CMA3) (Amemiya & Gold 1986; 

Phillips et al. 1989; Galetti & Rasch 1993; Sola et al. 1997). A coloração com nitrato de 

Prata tem sido a técnica mais utilizada em estudos de localização das regiões 

organizadoras de nucléolos, embora esta detecte somente RONs transcricionalmente 

ativas (Goodpasture & Bloom 1975; Hofgatner et al. 1979; Howell & Black 1980; 

Roussel et al, 1996; Zurita et al, 1998; Paintner-Marques et al, 2002; Gromicho et al, 

2004). Os fluorocromos GC-específicos (MM, CMA3), ao contrário, podem detectar 

tanto regiões de RONs ativas quanto inativas em peixes e anfíbios (Mayr et al. 1986; 

Schmid & Guttenbach 1988; Phillips & Hartley 1988), provavelmente como 

conseqüência do maior conteúdo de bases GC no DNAr (Schmid & Guttenbach 1988). 

Contudo, investigação realizada por Gromicho et al. (2005) revelaram que nem sempre 

regiões marcadas por fluorocromos correspondem a segmentos do DNA responsáveis 

pela transcrição de rRNA.  Mais recentemente, a localização das regiões 

organizadoras de nucléolos tem sido confirmada com precisão pela aplicação de 

técnica de hibridação “in situ” fluorescente (FISH), utilizando sondas de RNAr ou de 

DNAr 18S e 28S em cromossomos fixados de vários vertebrados, incluindo anfíbios, 

mamíferos (Long & David 1980) e peixes (Pendás et al. 1993 a, b; Castro et al. 1996; 

Viñas et al. 1996; Abuín et al. 1996; Martínez et al. 1996; Gornung et al. 1997, Martins 

& Galetti 1998; Fischer et al. 2000; Mantovani et al. 2005; Gromicho et al. 2005; 

Gromicho et al, 2006), entre outros. 

 Apesar da potencialidade da utilização dos DNAs ribossômicos como 

marcadores em peixes, a maioria dos dados de localização cromossômica dos 

genes RNA ribossômicos maiores (RNAr 45S) e menores (RNAr 5S), através de 
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hibridação “in situ” fluorescente, refere-se principalmente a espécies de 

Salmoniformes (Pendás et al. 1993 a, b; Almeida-Toledo et al, 2002; Morán et al. 

1996; Abuín et al. 1996; Fujiwara et al. 1998; Sajdak et al. 1998) e a caracterização 

da seqüência nucleotídica do DNAr 5S também restringe-se a poucas espécies 

(Pendás et al. 1995; Sajdak et al. 1998; Martins et al. 2000; Almeida-Toledo et al, 

2002). Assim, a ampliação de estudos envolvendo estes marcadores em espécies 

de peixes neotropicais mostra-se de grande interesse, tanto para ampliar 

conhecimentos sobre estes segmentos de DNA repetitivos, quanto pela sua 

utilização como elementos reveladores das alterações estruturais nos cromossomos 

e seu papel no processo de diversificação das espécies. 
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2 Justificativa e Objetivos 

 

 Segundo Malabarba (1998), a subfamília Cheirodontinae é subdividida 

em duas tribos, Cheirodontini e Compusurini, sendo o gênero Serrapinnus 

pertencente à tribo Cheirodontini. Esta tribo inclui ainda os gêneros Cheirodon (com 

seis espécies), Spintherobolus (com quatro espécies), um characideo fóssil, † 

Megacheirodon unicus, Nanocheirodon (uma espécie), Heterocheirodon (uma 

espécie), Serrapinnus (sete espécies) e um novo gênero. São de ampla distribuição 

geográfica, ocorrendo desde o sul do México até o Rio Grande do Sul. Os estudos 

citogenéticos deste grupo são escassos quando comparados a peixes de grande 

porte. Após extensiva revisão bibliográfica, foram encontrados apenas três trabalhos 

referentes a estudos cromossômicos para a sub-família Cheirodontinae, o trabalho 

de Oliveira et al. (1988), Nishiyama e Santos (1995) e Wasko et al. (2001) onde 

foram cariotipados exemplares dos gêneros Cheirodon, Odontostilbe e Holoshestes. 

Devido à grande distribuição geográfica e o poucos dados citogenéticos, foi 

realizado o estudo citogenético da espécie Serrapinnus notomelas buscando 

entender a macro-estrutura cariotípica dos exemplares coletados em diferentes 

localidades, bem como relacioná-las à  distribuição das populações analisadas, com 

a finalidade de contribuir com as informações que possam auxiliar na compreensão 

dos mecanismos envolvidos na diversificação cariotípica e nos processos de 

especiação neste grupo de peixes. 

 

Com base na constatação da necessidade de informação sobre os 

componentes deste grupo, foram realizadas investigações sobre as características 

citogenéticas de Serrapinnus notomelas, tendo por objetivo específico: 

 

a) caracterizar cariotipicamente, diferentes populações de S. notomelas de três 

diferentes bacias que compõe o lado leste da bacia do alto rio Paraná (bacia do 

rio Tietê, com quatro localidades amostradas: rios Tietê e Paraitinguinha 
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(Salesópolis-SP); Rio Capivara (Botucatu-SP); Córrego Campo Novo (Bauru-SP); 

Rio Piriquito (bacia do rio São José dos Dourados – Poloni-SP); Recanto dos 

Cambarás (bacia do rio Paranapanema – Rio Paranapanema). 

b) identificar através de técnicas de bandeamento clássico e molecular, marcadores 

que possam fornecer informações comparativas entre as diferentes populações; 

c) compreender quais os mecanismos cromossômicos envolvidos no processo de 

especiação; 

d) contribuir com informações citogenéticas para o estabelecimento das relações as 

diferentes amostras desta espécie de peixe e dos prováveis mecanismos de 

especiação envolvidos no processo de sua diversificação.
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3 Material e Métodos 

 

 No presente trabalho foram capturados exemplares da S. notomelas (Figura 

1) relacionados na Tabela 1, em seis localidades correspondentes a componentes 

das bacias hidrográficas dos rios Tietê, São José dos Dourados e Paranapanema: 

rio Tietê (Salesópolis-SP); rio Paraitinguinha (Salesópolis-SP); rio Capivara 

(Botucatu-SP); córrego Campo Novo (Bauru-SP); rio Piriquito (Bacia do rio São José 

dos Dourados – Poloni-SP); Recanto dos Cambarás (rio Paranapanema – Itatinga) 

(Figura 2). Os animais foram transportados vivos para o Laboratório de Biologia e 

Genética de Peixes/IBB/UNESP e mantidos em aquários aerados até serem 

sacrificados para obtenção de cromossomos e para coleta de amostras de tecidos, 

para aplicação de técnicas de estudos moleculares. Para extração de DNA, foram 

coletadas amostras de fígado e de nadadeira caudal, que foram fixados e estocados 

em etanol 100%. 

 

3.1 Obtenção de cromossomos mitóticos 

Para a obtenção de cromossomos mitóticos foi utilizada a técnica descrita por 

Egozcue (1971) e por Cestari (1973), e posteriormente utilizada em peixes por 

Foresti et al. (1981, 1993). A metodologia consiste em: 

 

a) injetar solução aquosa de colchicina 0,025% (na proporção de 1ml/100g de peso 

do animal) intra-abdominalmente nos animais com uma seringa, entre as 

nadadeiras peitorais e ventrais. Deixá-lo nadando livremente por 40 minutos. 

Este tempo foi padronizado para as espécies analisadas; 

b) sacrificar o animal para retirada do rim, (região anterior), com o auxílio de tesoura 

e pinças; 

c) colocar o tecido retirado em placa de Petri contendo 7ml de solução hipotônica 

(KCL 0,075M); 
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Figura 1- Exemplar de Serrapinnus notomelas. 

 

d) dissociar o material, procurando obter uma suspensão de células. Para tal, 

primeiro deve-se dissociar o material com pinças de ponta fina, depois, 

homogeneizar com o auxílio de uma pipeta Pasteur; 

e) transferir a solução obtida para um tubo de centrífuga e manter em estufa a 37ºC, 

durante 21 minutos; 

f) retirar a suspensão celular da estufa, colocar 7 gotas de solução fixadora 

(metanol e ácido acético na proporção de 3:1, respectivamente) gelada. Agitar 

levemente a mistura com o auxílio de uma pipeta Pasteur. Deixar em repouso por 

5 minutos à temperatura ambiente; 

g) adicionar cerca de 6ml do fixador, novamente agitar a mistura. Levar à centrífuga 

1000rpm por 10 minutos; 

h) retirar o sobrenadante e ressupender o precipitado em 6ml de fixador. Centrifugar 

por 7 minutos a 1000rpm; 

i) repetir o item h por 2 ou 3 vezes; 

j) pingar o material em lâminas e secá-las ao ar livre. 
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OBS: os animais sacrificados, foram antes anestesiados em solução aquosa de 

benzocaína (5% - solubilizada em 1ml de etanol e diluído então em 1L de água 

destilada). 

 

Figura 2 - Mapa da sub-bacia hidrográfica do Rio Paraná indicando as sub-bacias 

amostradas na região leste do estado de São Paulo/SP (em verde). Os números 

indicam os locais amostrados em 1)  rio Piriquito/ bacia do rio São José Dos 

Dourados; 2) córrego Campo Novo/ bacia do rio Tietê; 3) rio Capivara/ bacia do rio 

Tietê; 4) rio Paraitinguinha/ bacia do rio Tietê; 5) rio Tietê e 6) Recanto dos 

Cambarás/ bacia do rio Paranapanema.  
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3.2 Caracterização das regiões heterocromáticas por Bandamento C  

Para obtenção de bandas C utilizou-se a técnica descrita originalmente por 

Sumner (1972), que consiste em: 

 

a) hidrolisar as lâminas por 30min em HCl 0,2N à temperatura ambiente e lavar em 

água destilada; 

b) passar por uma solução de hidróxido de bário (Ba(OH)2) por 1min e lavar em 

água destilada; 

c) lavar rapidamente em HCl 1N a 60°C e lavar novamente em água destilada; 

d) incubar por 30min em 2xSSC (pH = 6,8), a 60°C; 

e) corar por aproximadamente 30min com Giemsa na proporção de 1:20 em tampão 

fosfato (pH = 6,7). 

 

3.3 Detecção das regiões organizadoras de nucléolos (RONs), através de 

impregnação com nitrato de Prata 

As RONs serão detectadas utilizando a técnica descrita por Howell & Black 

(1980) que consiste em: 

 

a) pingar sobre uma lâmina preparada conforme a técnica adotada para obtenção 

de cromossomos mitóticos, 1 gota de solução aquosa de gelatina a 2% 

(acrescida de ácido fórmico na proporção de 1ml para cada 100ml de solução), 

mantida em frasco escuro e em geladeira. Pode-se utilizar gelatina comercial 

sem sabor e incolor. 

b) adicionar sobre a gota depositada anteriormente, 1 gota de água destilada e 2 

gotas de solução aquosa de nitrato de Prata a 50% mantida em frasco escuro e a 

4oC. 

c) misturar bem e cobrir com uma lamínula. Incubar a preparação em estufa a 60oC 

sobre um suporte por 3 minutos, realizando um monitoramento da coloração da 
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d) lâmina e dos cromossomos ao microscópio. 

e) após a preparação começar a apresentar coloração mais escura, quando os 

cromossomos assumem uma tonalidade amarelada e as RONs e os nucléolos 

uma coloração preta ou marrom, lavar em água destilada, possibilitando que a 

lamínula seja retirada pela própria água. Pode-se corar com a preparação com 

Giemsa a 5% diluído em tampão fosfato (pH 6.8), durante 20 a 30 segundos em 

seguida, lavar em água corrente e deixar secar ao ar. 

 

3.4 Obtenção da sonda DNAr 18S 

As seqüências de DNAr 18S utilizadas foram obtidas a partir de fragmentos 

de DNA com cerca de 1800 pares de bases obtidas de tilápia (Oreochromis niloticus)  

e clonados em p-GEMT, sendo marcadas e realizada a sua localização nos 

cromossomos, com seguinte processamento: 

 

a) marcação por “nick translation” com biotina-14-dATP de acordo com as 

instruções do fabricante (Kit BionickTM Labelling - Invitrogen); 

b) localização das seqüências de DNAr 18S nos cromossomos por Avidina-N-

fluorescente Isotilcianato (FITC) conjugado; 

c) amplificação do sinal utilizando Anti-avidina biotinilada, seguindo-se uma 

segunda vez de aplicação com Avidina-FITC; 

d) utilização de Iodeto de Propídio (50 µg/ml) diluído em Antifade como contra-

corante para os cromossomos. 

 

3.4.1 Marcação da sonda 

A sonda foi marcada pelo método de nick translation utilizando o Kit BioNickTM 

Labeling System (Invitrogen): 

a) preparar um mix contendo: 1µL 10x dNTP mix; 1µL do DNA sonda  200ng/µL); 

1µL do mix de enzima; 6µL de água Milli Q. 
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b) misturar bem, centrifugar brevemente e incubar a 16º C por duas horas; 

c) adicionar 1µL de stop buffer, 1µL de acetato de sódio 3M e 22µL de etanol 100% 

gelado; 

d) misturar, invertendo o tubo e centrifugar rapidamente, colocar então no freezer – 

70º C por 1 hora; 

e) centrifugar por 15 minutos a 15.000rpm a 4º C; 

f) descartar o sobrenadante e adicionar 50µL de etanol 70% gelado; 

g) centrifugar por 5 minutos a 15.000rpm a 4º C; 

h) descartar o sobrenadante com cuidado e deixar secar; 

i) ressuspender e 16µL de água Milli Q. 

 

3.4.2 Tratamento das lâminas 

 As lâminas com as preparações cromossômicas podem ser preparadas com 

um dia de antecedência ou no momento do uso. Para cada lâmina: 

 

a) colocar 100µL de RNAse 40µg/mL (0,4µL de RNAse 10mg/mL e 99,6µL de 

2xSSC) sobre a lamínula, aderir a lâmina sobre esta lamínula e deixar em 

câmara úmida (umidecida com 2xSSC) a 37º C por 1 hora e 30 minutos; 

b) lavar duas vezes em 2xSSC durante 10 minutos cada; 

c) desidratar em série alcoólica a 70%, 85% e 100% durante 10 minutos cada 

passagem, utilizando soluções geladas; 

d) mergulhar a lâmina em formamida 70% em 2xSSC por 4 minutos a 70º C 

(solução de formamida pode ser guardada para ser reutilizada no dia seguinte); 

e) desidratar em série alcoólica 70%, 85% e 100% a – 20º C por 5 minutos cada 

(este passo é muito importante, pois as lâminas devem ser passadas 

rapidamente da formamida para o álcool). Deixar secar ao ar. 

 

3.4.3 Solução de hibridação 
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 Em um tubo Eppendorf contendo 16 ul da sonda adicionar 40µL de formamida 

(concentração final 50%), 16µL de sulfato de dextrano 50% (concentração final 10%) 

e 8µL de 20xSSC (concentração final de 2xSSC). Desnaturar a sonda a 95º C por 10 

minutos e passar imediatamente ao gelo. 

 

3.4.4 Hibridação 

Colocar 80µL de solução de hibridação sobre a lamínula e inverter a lâmina 

com a preparação sobre a lamínula.  

Manter as lâminas com o material voltado para baixo em câmara úmida (2xSSC) a 

37º C overnight. 

 

3.4.5 Lavagens 

a) lavar as preparações inicialmente em 2xSSC em temperatura ambiente apenas 

para tirar a lamínula e escorrer bem a lâmina, sem deixar secar. Deste momento 

em diante as lâminas não podem secar: 

b) lavar em formamida 50% por 15 minutos a 37º C (utilizar a mesma solução do dia 

anterior – formamida 70% e transformá-la para 50%); 

c) lavar em 2xSSC por 15 minutos a 37º C por uma vez; 

d) lavar em 2xSSC por 15 minutos à temperatura ambiente; 

e) lavar em 4xSSC à temperatura ambiente (só para enxaguar). 

 

3.4.6 Detecção e amplificação do sinal da sonda 

a) sobre uma lamínula, colocar 0,1µL de avidina-FITC 0,07% em 70µL de tampão C 

(0,1M de bicarbonato de sódio, pH 8,5 e 0,15M de NaCl);  

b) inverter a lâmina com a preparação sobre esta lamínula e deixar por 1 hora em 

câmara úmida com 2xSSC a 37º C; 

c) após este tempo, lavar as lâminas 3 vezes por 5 minutos cada, com agitação em 

tampão de bloqueio (NaHCO3 1.26% / citrato de sódio 0,018% / Triton 0,0386% 
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em água destilada pH 8,0 e leite em pó desnatado 1%) recém-preparado a 42º C. 

escorrer a lâmina e secá-la por baixo; 

d) sobre uma lamínula depositar 80µL de anti-avidina biotina-conjugada 2,5% (2µL 

de anti-avidina estoque em 78 µL de tampão de bloqueio), inverter a lâmina 

sobre esta lamínula e deixar em câmara úmida com 2xSSC a 37º C por 30 

minutos; 

e) novamente lavar em tampão de bloqueio a 42ºC três vezes durante 5 minutos 

cada com agitação; 

f) repetir os passos de (a) até (e); 

g) aplicar novamente o FITC e fazer as lavagens como descrito no passo (e); 

h) lavar em 4xSSC/Triton 2% duas vezes por 3 minutos cada, com agitação; 

i) lavar em 4xSSC/Triton 0,2% duas vezes por 3 minutos cada, com agitação; 

j) escorrer as lâminas e deixar secando ao ar; 

k) secar a lâmina e montar com iodeto de propídio na proporção de 20µL de meio 

de montagem antifading com 0,7µL de solução de iodeto de propídio a 50µg/mL. 

 

3.5 Processamento das imagens 

 Os cromossomos metafásicos foram capturados utilizando microscópio óptico 

Olympus BX-62, software de captura Image-Pro MC v 6.0 e processadas em Adobe 

Photoshop v 7.0. Os cariótipos foram obtidos a partir de medidas cromossômicas 

propostas por Levan et al. (1964).   
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4 RESULTADOS 

 

 As análises efetuadas resultaram na elaboração de artigos científicos que 

estão apresentados separadamente, na forma de capítulos. As citações 

bibliográficas não foram listadas nos mesmos e se encontram relacionadas no item 

Referências Bibliográficas. 

 

 

 

Capítulo I:  Evidências de rearranjos cromossômicos estruturais não 

numéricos em Serrapinnus notomelas (Characidae: Cheirodontini) 

de três diferentes localidades componentes da bacia do alto rio 

Paraná 

 

 

 

Capítulo II:  Evidências de Especiação Cromossômica em Serrapinnus 

notomelas (Characidae: Cheirodontinae) de Três Localidades do 

Rio Tietê 
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Capítulo I:  Evidências de rearranjos cromossômicos estruturais não 

numéricos em Serrapinnus notomelas (Characidae: 

Cheirodontini) de três diferentes localidades componentes 

da bacia do alto rio Paraná 
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Capítulo I 

 

Evidências de rearranjos cromossômicos estruturais não numéricos em 

Serrapinnus notomelas (Characidae: Cheirodontini) de três diferentes 

localidades componentes da bacia do alto rio Paraná 

 

Resumo 

O gênero Serrapinnus foi descrito como novo para a sub-família Cheirodontini, sendo 

caracterizado principalmente pela presença de caracteres sexuais secundários. A espécie 

Serrapinnus notomelas distribui-se por toda a bacia do Rio Paraná, é um peixe de pequeno 

porte medindo cerca de 30mm a 60mm, sua importância comercial relacionada à área da 

aquariofilia. Tem como importância ecológica a participação direta na cadeia trófica de 

espécies predadoras associadas à macrófitas. Os exemplares foram cariotipados e analisados 

por diferentes tratamentos como banda-C, NOR e FISH utilizando como sonda o rDNA 18S. 

Todos os indivíduos analisados apresentaram número diplóide de 2n= 52 cromossomos (5 

pares de cromossomos do tipo metacêntrico, 16 pares de submetacêntricos, 3 pares 

subtelocêntricos e 2 de acrocêntricos). O padrão de regiões heterocromáticas ricas em GC 

demonstrou-se pouco conservado quanto a associação com as NORs, quando empregada a 

técnica de bandeamento C. As NORs foram identificadas através da impregnação pela prata 

demonstrando certa variação entre os cromossomos homólogos das populações do rio 

Paraitinguina e Paranapanema. As regiões organizadoras de nucléolos ativas ou não, foram 

identificadas através da técnica de FISH com sonda de DNAr 18S, obtidas a partir do DNA 

extraído dos exemplares analisados, apresentando-se múltipla para os exemplares do rio 

Paranapanema e simples nas demais localidades. Foi possível observar que, em se tratando 

da mesma espécie, há diferenças citogenéticas expressivas quando analisadas populações 

que se encontram isoladas em diferentes bacias hidrográficas. 
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Introdução 

 Os peixes do gênero Serrapinnus se distribuem por toda a bacia do Rio Paraná, 

são facilmente encontrados em ambientes lênticos e semi-lênticos, associados à 

macróficas, participando diretamente da cadeia trófica de predadores quando 

associados à macrófitas (Lowe-McConnell, 1999), tendo importância comercial como 

espécie utilizada na área de aquariofilia. Segundo Malabarba (1998), este gênero é 

caracterizado por um conjunto de caracteres morfológicos primários e secundários 

como a presença de um pseudo-tímpano na parte mais anterior do corpo, raios 

procorrentes da nadadeira caudal e últimos raios da anal, voltados para frente nos 

machos e presença de mácula no pedúnculo caudal. Para Serrapinnus notomelas, 

inclui-se ainda presença de uma mácula no pedúnculo caudal, atravessando desde a 

base até a parte mais superior e pigmentação no primeiro raio da dorsal, desde sua 

base até sua região mais extrema. Estudos citogenéticos em espécies do gênero 

Serrapinnus eram desconhecidos até a redescrição de espécies por Malabarba (1998), 

sendo que o gênero Odontostilbe, com número diplóide de 2n=52 caracterizado por 

Wasko et al, (2001), é agora reconhecido como Serrapinnus. O trabalho de Wasko et 

al, (2001) descreve o número diplóide de 2n= 52 cromossomos (18 pares de 

cromossomos do tipo meta- submetacêntricos, 6 subtelocêricos e 2 acrocêntricos) com 

possível polimorfismo cromossômico ligado ao sexo, nos exemplares analisados, o 

que não foi observado no presente trabalho.  

Estudos citogenéticos populacionais em peixes podem oferecer valiosas 

informações sobre a história citogenética evolutiva de um determinado grupo ou 

espécie, com enfoque na estrutura e composição de cromossomos supranumerários, 

micro e macro-cromossomos do complemento A e presença de cromossomos sexuais, 

além de auxiliar na identificação de novas espécies (Koehler et al, 1997; Maistro et al, 

2000; Ferro et al, 2003; Fontana et al, 2003; Diniz e Bertollo, 2006; Fernandes et al, 

2005; Fernandes et al, 2006; Artoni et al, 2006). Este trabalho teve como proposta a 

avaliação da estrutura e composição cromossômica de exemplares de Serrapinnus 

notomelas de ocorrência em três diferentes bacias hidrográficas (bacia do rio São José 
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dos Dourados, bacia do rio Tietê e bacia do rio Paranapanema), que compõe parte 

das principais bacias do lado leste do rio Paraná, na região do estado de São Paulo. 

 

Material e Métodos 

 

Foram analisados 43 exemplares de Serrapinnus notomelas em três diferentes 

bacias que compõe a bacia do alto rio Paraná: 16 exemplares (6 fêmeas e 10 machos) 

provenientes do córrego Piriquito (bacia do rio São José dos Dourados); 14 

exemplares (10 fêmeas e 4 machos) provenientes do rio Paraitinguinha (bacia do rio 

Tietê); 13 exemplares (8 fêmeas e 5 machos) provenientes do Recanto dos Cambarás 

(bacia do Rio Paranapanema) (Figura 1). As preparações cromossômicas foram 

obtidas de acordo com Foresti (1993), o padrão de heterocromatina constitutiva 

(Bandas-C) de acordo com Sumner (1972) e as regiões organizadoras de nucléolos 

(Ag-NOR) foram evidenciadas através de impregnação pela prata (Howel and Black, 

1980). Foi realizada também a hibridação “in situ” fluorescente (FISH segundo a 

técnica proposta por Pinkel et al. 1986), com modificações apresentadas por Martins e 

Galetti (2001). As seqüências de DNAr 18S, com cerca de 1800 pares de bases obtida 

de tilápia (Oreochromis niloticus) (Martins et al., 2000) e clonadas em p-GEMT foram 

marcadas por “nick translation” com biotina-14-dATP de acordo com as instruções do 

fabricante (Bionick
TM 

Labelling System – Invitrogen). As seqüências de DNAr 18S 

foram localizadas  nos cromossomos com o uso de Avidina-N-fluorescente 

Isotilcianato (FITC) conjugado, sendo o sinal amplificado com nova conjugação por 

Anti-avidina biotinilada seguida de novo tratamento com Avidina-FITC. Os 

cromossomos foram contracorados com Iodeto de Propídio (50 µg/ml) diluído em 

Antifade. As imagens das preparações foram capturadas utilizando microscópio óptico 

Olympus BX-62 e software de captura Image-Pro MC v 6.0, sendo processadas em 

Adobe Photoshop v 7.0. Os cariótipos foram montados a partir de medidas 

cromossômicas realizadas e os cromossomos classificados de acordo com a 

nomenclatura proposta por Levan et al. (1964).   
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Figura 1) Mapa da sub-bacia hidrográfica do Rio Paraná indicando as sub-bacias amostradas na 

região leste do estado de São Paulo/SP (em verde). Os números indicam os locais amostrados, 

1) rio Piriquito/ bacia do rio São José Dos Dourados, em 5) rio Paraitinguinha/ bacia do rio 

Tietê e em azul e em 6) Recanto dos Cambarás/ bacia do rio Paranapanema.  
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Resultados 

 

Serrapinnus notomelas - população do rio Piriquito (bacia do rio São José dos 

Dourados) 

Os exemplares analisados apresentaram número diplóide de 2n= 52 

cromossomos e número fundamental NF= 100, sendo seu cariótipo composto por 5 

pares de cromossomos metacêntricos, 16 pares de cromossomos submetacêntricos, 3 

pares de cromossomos subtelocêntricos e 2 pares de cromossomos acrocêntricos 

(Figura 2a).  O padrão de heterocromatina constitutiva por bandeamento C revelou 

marcações nas regiões teloméricas, centroméricas, intersticiais e pericentroméricas, 

para braço curto e braço longo. Foram caracterizados os seguintes pares 

cromossômicos: pares 2, 12 e 14 (pericentromérica, braço longo) e pares 6 e 9 

(intersticial, braço longo) e uma marcação mais evidente para um dos homólogos do 

par 26 de cromossomos acrocêntricos (braço curto), sendo ainda possível identificar 

marcações centroméricas em todos os cromossomos (Figura 3a). A Ag-NOR positiva 

foi detectada no braço curto do par 26 de cromossomos acrocêntricos (Figura 4a). A 

técnica de hibridação “in situ” fluorescente com a utilização de sonda DNAr 18S 

possibilitou a evidenciação de duas regiões ribossomais responsáveis pela 

organização nucleolar, as quais confirmaram com a marcação visualizada pela 

impregnação com nitrato Prata (região do braço curto do par 26) (Figura 4b). 

 

Serrapinnus notomelas - população do rio Paraitinguinha (bacia do Rio Tietê) 

Os exemplares analisados apresentaram número diplóide de 2n= 52 com 

número fundamental NF= 100 cromossomos, sendo seu cariótipo composto por 5 

pares de cromossomos metacêntricos, 16 pares de cromossomos submetacêntricos, 3 

pares de cromossomos subtelocêntricos e 2 pares de cromossomos acrocêntricos 

(figura 2b). O bandeamento C possibilitou a investigação das regiões ricas em 

heterocromatina constitutiva, auxiliando na descrição e diferenciação desta população 

com as demais analisadas no presente trabalho. Assim como a população analisada 
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anteriormente, apresentaram marcações em posições teloméricas, centroméricas e 

pericentroméricas, sendo mais evidentes as marcações observadas nos cromossomos 

dos seguintes pares: 6 (pericentromérica, braço longo), 7 e 20 (pericentromérica, 

braço curto) e 12 (intersticial, braço longo) e uma marcação mais evidente para um 

dos homólogos do par 26 (p) de cromossomos acrocêntricos (Figura 3b). As 

marcações Ag-NORs foram detectadas ao longo do braço curto em ambos os 

cromossomos acrocêntricos do par 26 (Figura 5a). Em cerca de 37,5% (210/560) das 

metáfases analisadas, foi identificada a marcação em apenas um dos cromossomos 

homólogos desse par. Nestes casos, ambos os braços apresentaram marcação, 

sendo que no braço longo ocorreu em posição telomérica (Figura 5b).  A hibridação “in 

situ” fluorescente com sonda DNAr 18S, confirmou as marcações obtidas pela técnica 

de Ag-NORs positivas para o par 26 e presentes ao longo do braço curto (Figura 5c). 

Nos casos em que as marcações pela Prata estiveram presentes em apenas um dos 

cromossomos homólogos deste par, a aplicação da técnica  FISH com o uso de sonda 

DNAr 18S, foram identificadas marcações em ambos os cromossomos do par 26 e 

também uma fraca marcação telomérica no braço longo de um dos homólogos (Figura 

5 c e d). 

 

Serrapinnus notomelas - população do Recanto dos Cambarás (bacia do rio 

Paranapanema). 

Assim como as demais populações analisadas no presente trabalho, os 

exemplares de S.notomelas coletados no Recanto dos Cambarás, apresentaram 

número diplóide de 2n=52 cromossomos e número fundamental NF= 100, sendo o 

cariótipo representado por 5 pares de cromossomos metacêntricos, 16 pares de 

cromossomos submetacêntricos, 3 pares de cromossomos subtelocêntricos e 2 pares 

de cromossomos acrocêntricos (Figura 2c). Os exemplares desta população 

apresentaram um padrão mais rico em regiões de heterocromatina constitutiva por 

bandeamento C. Com marcações mais evidentes identificadas nos pares 1, 12, 15 e 

16 (intersticial, braço longo), 2 (pericentromérica, braço curto) 10 (braço curto) e uma 
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marcação mais conspícua em um dos homólogos do par 26 (braço curto) de 

cromossomos acrocêntricos (Figura 3c). As regiões Ag-NORs positivas evidenciaram 

marcações ao longo do braço curto do par 26 (Figura 6a). Em cerca de 25% 

(130/1040) das metáfases, foi possível observar marcação intersticial em um dos 

cromossomos deste par e para o seu homólogo a marcação ocorreu ao longo do braço 

curto (Figura 6b). Com a aplicação da técnica de FISH, utiizando a sonda DNAr 18S, 

foi visualizada marcação ao longo do braço curto de ambos os homólogos do par 26, 

não acorrendo marcação na região pericentromérica, detectada pela técnica de 

impregnação pela Prata (Figura 6c). 
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Figura 2 - Cariótipos de Serrapinnus notomelas de exermplares capturados em 

localidades de três bacias hidrográficas que compõe a bacia do Alto rio Paraná. a) rio 

Piriquito (bacia do rio São José dos Dourados; b) rio Paraitinguinha (bacia do rio 

Tietê); d) Recanto dos Cambarás (rio Paranapanema) 

a 

b 

c 
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a 

b 

c 

Figura 3 - Cariótipos de exemplares de três populações de Serrapinnus notomelas 

submetidos à técnica de Bandeamento C. As amostras analisadas correspondem a 

exemplares capturados no rio Piriquito (a); no rio Paraitinguinha (b) e no rio Paranapanema 

(Recanto dos Cambarás) (c), componentes da bacia do alto rio Paraná. 
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Figura 4 - Metáfases de Serrapinus notomelas de exemplares do rio Piriquito (bacia do rio 

São José dos Dourados): a- preparação obtida com a técnica Ag-NOR; b- preparação com 

aplicação de FISH; as setas indicam a marcação com a sonda de DNAr 18S. 

Figura 5 - Metáfases de Serrapinnus notomelas exemplares do rio Paraitiguinha (bacia do 
rio Tietê: a) setas indicam cromossomos portadores de NORs simples; b) seta indica 
cromossomo portadores de NORs em ambos os braços; c) setas indicam marcação com sonda 
DNAr 18S; d) setas indicam marcações em ambos os braços de um dos cromossomos 
homólogos do par 26 de acrocêntricos;  

c 

d 

a b 

a b 
c 

d 
c d 
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Figura 6 - Metáfases de Serrapinnus notomelas de exemplares Recanto dos 
Cambarás (bacia do rio Paranapanema. a) as setas indicam cromossomos portadores 
de NORs simples; b) a seta indica cromossomo portador de NOR,marcando todo o 
braço e a cabeça de seta indica cromossomo homólogo com marcação intersticial; c e 
d) setas indicam as regiões marcadas pela presença de sonda DNAr 18S. 
 

a b 

c 
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Discussão 

 Os exemplares de Serrapinnus notomelas das três bacias hidrográficas 

amostradas, Paranapanema (Recanto dos Cambarás), São José dos Dourados 

(Ribeirão Piriquito) e Tietê (Rio Paraitinguinha), apresentaram uma alta conservação 

cariotípica com relação ao número diplóide e número fundamental (2n= 52 e NF= 100) 

dos cromossomos (Tabela 1). Essa característica cariotípica sugere que eventos 

determinantes de rearranjos cromossômicos numéricos como fusão e fissão não 

devam ter ocorrido nesta espécie (Nirchio e Oliveira, 2006), pelo menos em nível 

detectável pela metodologia utilizada.  

Os exemplares de S. notomelas da bacia do Paranapanema apresentaram uma 

banda intersticial no braço longo do primeiro par de cromossomos metacêntricos e do 

par 15 de submetacêntricos, não sendo esta característica observada nos 

cromossomos das demais populações (Figura 4c, Tabela 2).  Para os espécimes da 

bacia do rio São José dos Dourados foi possível observar marcação intersticial nos 

cromossomos dos pares 6 e 9  submetacêntricos e marcação pericentromérica no par 

14 submetacêntrico, o que não ocorreu nas demais populações (Figura 4a). Os 

exemplares estudados provenientes da bacia do rio Tietê apresentaram como 

marcador o par 20 formado por cromossomos submetacêntricos, com marcação em 

todo o braço curto (Figura 5, b).  

Swarça et al. (2005) demonstram a ocorrência de diversificação cariotípica entre 

populações de Pseudoplatystoma corruscans, quando analisaram os padrões de 

regiões ricas em GC por CMA3 e DNAr 5S. Encontraram também diferenciação 

cariotípica numérica e morfológica entre os indivíduos das populações analisadas. No 

presente trabalho foi evidenciada a mesma tendência para a formação de rearranjos 

estruturais, porém não numéricos ou morfológicos. Através da técnica de bandamento 

C foi revelado marcações centroméricas, teloméricas, periteloméricas e intersticiais 

com divergências entre as populações amostradas (Tabala 2). As divergências 

encontradas para S. notomelas das três populações são consideradas aqui como 

marcadores populacionais, possibilitando identificar as diferentes 
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populações de S. notomelas analisadas no presente trabalho. A conservação 

cariotípica em diferentes populações consideradas do mesmo gênero e/ou espécie 

foi também observada em outros trabalhos citogenéticos comparativos em peixes, 

conforme relatado por Feldberg et al. (1985) em Crenicichla e Geophagus, por 

Nakayama, (2006) em Serrasalmus, por Almeida-Toledo et al. (1987) em Colossoma 

macropomum e C. mitrei, por Pauls e Bertollo (1990) e Oliveira et al.(2003) para 

exemplares da família Prochilodontidae, por Pansonato-Alves, (2006) em 

Characidium zebra. 

A marcação Ag-NOR intersticial em um dos cromossomos homólogos dos 

espécimes provenientes do Recanto dos Cambarás (Figura 6b), sugere que possa 

ter ocorrido rearranjo cromossômico do tipo inversão paracêntrica, conforme 

sugerido no Ideograma 7. Para espécimes do rio Paraitinguinha analisados, a dupla 

marcação em um dos cromossomos homólogos do par 26 de cromossomos 

acrocêntricos sugere possível ocorrência de inversão pericêntrica da região 

ribossomal (DNAr 45S) deste cromossomo, translocando do braço curto para a 

posição mais distal no braço longo (Ideograma 7 a,b e Figura 6b). Quando analisada 

as metáfases de S. notomelas do rio Paraitinguinha por impregnação por Nitrato de 

Prata, 37,5% das metáfases (210/560 metáfases) apresentaram marcação nos dois 

braços de um dos homólogos portadores das RONs, enquanto nas análises das 

preparaçoes dos exemplares do Recanto dos Cambarás, a proporção foi de 25% 

(130/1040) com a RON localizada em um dos homólogos portador da possível 

inversão paracêntrica.   

A região de heterocromatina rica em GC associada às NORs é considerada 

comum para os peixes (Schmid e Guttenbach, 1988; Sola et al, 1992; Maistro, 2000; 

Molina e Galetti, 2006; Vicari et al, 2006) embora nem todas a regiões evidenciadas 

pela técnica de CMA3 sejam determinantes da presença das RONs (Gromicho et al., 

2005). Contudo, para as três populações analisadas houve uma intensa marcação 

apenas em um dos homólogos (Figura 3) ocorrendo também para as marcações Ag-

NORs positivas. Mackenzie e Lubs (1973) sugerem que o bandamento C pode ser 
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Figura 7 - Idiograma representando possíveis eventos por rearranjo cromossômico 

envolvendo as regiões de Ag-NORs; a) ocorrência de inversão paracêntrica envolvendo um 

dos cromossômos homólogos do par 26 de acrocêntricos, observado em espécimes de S. 

notomelas do Recanto dos Cambarás (rio Paranapanema); b) inversão pericêntrica envolvendo 

a porção mais distal do braço curto de um dos cromossômos do par 26 de acrocêntricos, 

observado em espécimes de S. notomelas do rio Paraitinguinha (rio Tietê). 

 

 

influenciado pela quantidade de proteínas associadas a esta região, de forma que a 

fixação do material pelo ácido acético possibilitaria a retirada de tais proteínas da 

estrutura do material genético desta região. Esta hipótese parece ser suportada pelo 

fato de que não foi encontrada a condição homozigota para o caráter em questão.   

 A sonda de DNAr 18S mapeada no braço curto do par 26 de cromossomos 

acrocêntricos confirmou as marcações identificadas pela aplicação da técnica Ag-

NOR para as três populações (Figuras 4, 5 e 6).  

Contudo, a condição de localização da marcação em região pericentromérica 

identificada para os espécimes do Recanto dos Cambarás não foi confirmada pela 

marcação com a sonda de DNAr 18S, ocorrendo apenas fraca marcação de todo o 

braço curto dos cromossomos do par 26.  Esta condição, segundo Dobigny et 

al.(2002) e Gromicho et al. (2005), poderia ser explicada pelo fato de que proteínas 

 



Paiva, LRS                                                                                                                                            Capítulo I 

 

 36

associadas ao complexo transcricional poderem estar ativas ou não na interfase 

precedente do ciclo celular, proporcionando marcações diferenciadas entre os 

cromossomos homólogos. Com a utilização da marcação por sonda de DNAr 18S, 

os exemplares do rio Paraitinguinha que apresentaram a RONs apenas no braço 

curto do par 26 de cromossomos acrocêntricos, apresentaram também marcações 

em ambos os cromossomos do par 26 na região do braço curto, sendo esta 

condição comum a todos indivíduos analisados (Figura 5 c e d). Quanto à marcação 

em apenas um dos homólogos em ambos os braços cromossômicos, a aplicação da 

técnica por FISH com sonda DNAr 18S, confirmou com a descrição feita através da 

impregnação pelo nitrato de Prata, de marcação em ambos os braços de um dos 

homólogos do par 26 de cromossomos acrocêntricos, além da marcação normal do 

seu homólogo (Figura 7 c e d), com a marcação identificada  somente ao longo do 

braço curto. Tal observação parece indicar que a ativação das duas regiões 

teloméricas do cromossomo em questão, parece ser suficiente para o funcionamento 

das atividades organizacionais nucleolares envolvidas com esta região, não havendo 

necessidade da ativação de seu homólogo (Dobigny et al., 2002; Mais et al. 2004).  

 Os dados obtidos no presente trabalho sugerem que a especiação 

cromossômica pode iniciar-se sob aspectos de rearranjos estruturais não 

determinantes das alterações numéricas ou morfológicas dos cariótipos, como 

translocações balanceadas, duplicações, inversões e deleções, uma vez que a 

espécie analisada presente em três diferentes bacias hidrográficas pode ser 

diferenciada com a aplicação da metodologia clássica de citogenética.  
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Capítulo II 

 

Evidências de Especiação Cromossômica em Serrapinnus notomelas 

(Characidae: Cheirodontinae) de Três Localidades do Rio Tietê 

 

Resumo 

 O gênero Serrapinnus é ainda pouco descrito citogeneticamente, 

apresentando número diplóide de 2n= 52 cromossomos. Nesta espécie ainda não há 

descrição de estudos cariotípicos aplicando técnicas de bandamentos 

cromossômicos que poderiam auxiliar no entendimento da estrutura cromossômica 

deste grupo. No presente trabalho foram investigadas três populações de 

Serrapinnus notomelas pertencentes à bacia do rio Tietê e os exemplares 

analisados apresentaram número diplóide de 2n= 52 cromossomos, com variação 

morfológica para as três localidades (rio Tietê, rio Capivara e córrego Campo Novo).  

A técnica de bandamento C foi empregada com o objetivo de mapear regiões de 

heterocromatina constitutiva ricas em GC, possibilitando uma diferenciação entre as 

populações analisadas. A técnica de impregnação pela prata, identificou as regiões 

Ag-NORs ativas, que se apresentaram simples para os exemplares do rio Tietê e 

múltiplas para os exemplares do rio Capivara e córrego Campo Novo. Quando 

empregada à técnica de FISH, buscando localizar sítios de DNAr 18S, verificou-se 

que os dados foram congruentes com as Ag-NORs do rio Tietê e córrego Campo 

Novo. Os resultados do presente trabalham são indicadores de como poderia 

ocorrer a diferenciação cromossômica em indivíduos da mesma espécie quando 

isolados. Há uma tendência para a ocorrência primária de alterações estruturais 

não-numéricas, indicando que eventos como inversões, deleções e duplicações de 

segmentos cromossômicos e translocações devam ser os primeiros eventos a 

ocorrer, porém conservando o número diplóide dos indivíduos. 
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Introdução  

 

A subfamília Cheirodontinae compreende um grupo de peixes de ampla 

distribuição na América do Sul. Está subdividida em duas tribos, Cheirodontini e 

Compusurini, sendo que o gênero Serrapinnus, pertencente à tribo Cheirodontini, foi 

identificado com base em caracteres relacionados ao dimorfísmo sexual secundário 

observado nos raios procorrentes ventrais da nadadeira caudal e raios da nadadeira 

anal dos machos (Malabarba et al, 1998). Esta tribo inclui os gêneros Cheirodon 

com seis espécies, Spintherobolus com quatro espécies, Nanocheirodon uma 

espécie, Heterocheirodon uma espécie, Serrapinnus sete espécies, um novo gênero 

além de um characideo fóssil, † Megacheirodon unicus. 

Os dados citogenéticos para os representantes deste grupo são escassos, 

sendo caracterizados apenas pelo número diplóide de espécimes deste grupo com 

2n=52 cromossomos (Oliveira, et al. 1988, Nishiyama e Santos, 1995 e Wasko et al, 

2001).  Como as regiões organizadoras de nucléolos podem constituir excelentes 

marcadores citogenéticos em peixes (e.g. Galetti et al. 1984), estas têm sido 

comumente detectadas em várias espécies utilizando coloração com nitrato de Prata 

(Ag-NOR), mitramicina (MM) ou cromomicina A3 (CMA3) (Amemiya & Gold 1986; 

Phillips et al. 1989; Galetti & Rasch 1993; Sola et al. 1997). A coloração com nitrato 

de Prata tem sido a técnica mais utilizada em estudos de localização das regiões 

organizadoras de nucléolos, embora esta detecte somente RONs 

transcricionalmente ativas (Goodpasture and Bloom 1975; Hofgatner et al. 1979; 

Howell & Black 1980; Roussel et al, 1996; Zurita et al, 1998; Paintner-Marques et al, 

2002; Gromicho et al, 2004). Com o objetivo de caracterizar citogeneticamente 

espécimes da Tribo Cheirodontini, foram amostrados quatro pontos de coleta, 

compreendendo localidades da região do Alto Tietê (Rio Tietê/ Salesópolis) e do 

Médio Tietê (Botucatu, Rio Capivara/ Botucatu e Córrego Campo Novo/ Bauru). 
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Material e Métodos 
 

Foram coletados 73 exemplares de Serrapinnus notomelas em três diferentes 

localidades que compõe a bacia do alto rio Paraná, sendo 26 exemplares (14 

fêmeas e 12 machos) provenientes do rio Tietê (Salesópolis-SP), 22 exemplares (10 

fêmeas e 12 machos) provenientes do rio Capivara (Botucatu-SP) e 28 exemplares 

(17 fêmeas e 11 machos) provenientes do córrego Campo Novo (Bauru-SP) (Figura 

01). As preparações cromossômicas foram obtidas de acordo com Foresti (1993), o 

padrão de heterocromatina constitutiva de acordo com a metodologia proposta por 

Sumner (1972) e as regiões organizadoras de nucléolos, foram evidenciadas através 

da impregnação pela prata Ag-NORs por Howel and Black (1980). A técnica de 

hibridação “in situ” fluorescente (FISH) foi aplicada de acordo com Pinkel et al. 

(1986), com modificações apresentadas por Martins e Galetti (2001). As seqüências 

de DNAr 18S com cerca de 1800 pares de bases foram extraídas de tilápia 

(Oreochromis niloticus) (Martins et al., 2000) clonadas em p-GEMT e marcadas por 

“nick translation” com biotina-14-dATP, de acordo com as instruções do fabricante 

(Kit Bionick
TM 

Labelling System - Invitrogen). As seqüências de DNAr 18S foram 

localizadas nos cromossomos por Avidina-N-fluorescente Isotilcianato (FITC) 

conjugado, sendo o sinal foi amplificado com adição de Anti-avidina biotinilada, 

seguindo-se uma segunda de Avidina-FITC. Os cromossomos foram contracorados 

com Iodeto de Propídio (50 µg/ml) diluído em Antifade. Os cromossomos 

metafásicos foram capturados utilizando microscópio óptico Olympus BX-62, 

software de captura Image-Pro MC v 6.0 e processadas em Adobe Photoshop v 7.0. 

A classificação dos cromossomos foi obtida a partir de medida cromossômica 

proposta por Levan et al. (1964).   

 

Resultados 

 

Serrapinnus notomelas - população do rio Tietê (Salesópolis-SP) 
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 Os exemplares analisados apresentaram número diplóide de 2n=52 

cromossomos sendo 7 pares metacêntricos, 15 pares submetacêntricos, 2 pares  

 

Figura 1 - Mapa da sub-bacia hidrográfica do Rio Paraná indicando os locais amostrados 

pertencentes a bacia do rio Tietê, pertencente ao estado de São Paulo/SP. Os números indicam 

os locais amostrados; em 2) córrego Campo Novo; em 3) rio Capivara; e em 4) Rio 

Paraitinguinha.  
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subtelocêntricos e 2 pares acrocêntricos, com número fundamental de NF= 100 

(Figura 3a).  O bandamento C evidenciou marcações centroméricas em todos os 

cromossomos e uma marcação intersticial nos cromossomos submetacêntricos do 

par 17 (Figura 3b). As marcações das regiões Ag-NORs apresentaram-se de forma 

simples, sendo identificada no braço curto dos cromossomos acrocêntricos do par 

26 (Figura 4a). A hibridação “in situ” fluorescente com sonda para o DNAr 18S 

identificou as regiões ribossomais presentes no par 26 formado por de cromossomos 

acrocêntricos (Figura 4b). 

 

Serrapinnus notomelas - população do rio Capivara (Botucatu-SP) 

 Os exemplares analisados apresentaram número diplóide de 2n=52 

cromossomos 5 pares metacêntricos, 15 pares submetacêntricos, 4 pares 

subtelocêntricos e 2 pares acrocêntricos, com número fundamental NF= 100 (Figura 

5a).  O bandamento C evidenciou marcações centroméricas em todos os 

cromossomos, marcações pericentroméricas no braço curto dos pares 7 e 19 de 

cromossomos submetacêntricos, fracas marcações pericentroméricas no braço 

longo dos pares 8 e 9 de cromossomos submetacêntricos e marcações intersticiais 

no braço longo dos pares 14 e 16 de cromossomos submetacêntricos (Figura 5b). 

As marcações das regiões Ag-NORs apresentaram-se de forma múltipla, sendo 

marcado um dos homólogos dos pares 11 em posição peritelomérica no braço 

longo, no braço curto dos cromossomos dos pares 23 e 26 (Figura 6a). A hibridação 

“in situ” fluorescente com a sonda DNAr 18S identificou regiões ribossomais 

presentes apenas no braço curto dos cromossomos acrocêntricos do par 26 (Figura 

6b). 

 

Serrapinnus notomelas - população do córrego Campo Novo (Bauru-SP) 

Os exemplares analisados apresentaram número diplóide de 2n=52 

cromossomos, porém com três diferentes citótipos. No citótipo I foi possível 

identificar; 12 cromossomos metacêntricos, 34 cromossomos submetacêntricos, 4 
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cromossomos subtelocêntricos e 2 cromossomos acrocêntricos (Figura 7a) com 

número fundamental NF= 102; o citótipo II apresentou 12 cromossomos 

metacêntricos, 33 cromossomos submetacêntricos, 4 cromossomos subtelocêntricos 

e 3 cromossomos acrocêntricos (Figura 7b) e número fundamental NF= 101; o 

citótipo III apresentou 12 cromossomos metacêntricos, 32 cromossomos 

submetacêntricos, 4 cromossomos subtelocêntricos e 4 cromossomos acrocêntricos 

(Figura 7c) e número fundamental NF= 100. Para o citótipo I a técnica de 

bandamento C revelou marcações centroméricas para todos os cromossomos, 

marcações pericentroméricas para os pares 2, 3 e 19 localizados no braço curto, 

além de marcações intersticiais para os pares 7, 10, 12, 14 e 17 localizadas no 

braço longo e marcações periteloméricas (Figura 8a). As marcações das regiões Ag-

NORs apresentaram-se de forma múltipla para 26% dos indivíduos analisados e 

simples para os 64% restantes. Quando múltipla, foi identificada em um dos 

homólogos dos pares 2 (braço curto em posição peritolérica), 23 e 26 (no braço 

longo em posição peritelomérica), e presente também nos pares 7, 22 (braço curto), 

esta observada somente para indivíduos dos citótipos II e III (Figura 9b). Quando 

simples, a marcação pode ser observada apenas nos cromossomos do par 22 

(braço curto), para todos os indivíduos dos citótipos I (Figura 9a). A hibridação “in 

situ” fluorescente com sonda para DNAr 18S, identificou as regiões ribossomais 

simples e múltiplas correspondentes às marcações Ag-NOR positivas (Figura 9c e 

d). 
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Figura 3 - a)Cariótipo de Serrapinnus notomelas, exemplares do rio Tietê, apresentando 
2n=52 cromossomos com 7 pares metacêntricos, 15 pares submetacêntricos, 2 pares 
subtelocêntricos e 2 pares acrocêntricos; b) Cariótipo de S. notomelas, com os cromossomos 
submetidos à técnica de bandeamento C.

Figura 4 - Cromossomos metafásicos de S. notomelas do rio Tietê a) setas indicam as 
regiões Ag-NORs positivas; b)setas indicam cromossomos portadores de regiões DNAr 18S, 
obtidas pela técnica de FISH. 
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Figura 3 - a)Cariótipo de Serrapinnus notomelas, exemplares do rio Tietê, apresentando 
2n=52 cromossomos com 7 pares metacêntricos, 15 pares submetacêntricos, 2 pares 
subtelocêntricos e 2 pares acrocêntricos; b) Cariótipo de S. notomelas, com os cromossomos 
submetidos à técnica de bandeamento C.
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Figura 3 - a)Cariótipo de Serrapinnus notomelas, exemplares do rio Tietê, apresentando 
2n=52 cromossomos com 7 pares metacêntricos, 15 pares submetacêntricos, 2 pares 
subtelocêntricos e 2 pares acrocêntricos; b) Cariótipo de S. notomelas, com os cromossomos 
submetidos à técnica de bandeamento C.

Figura 4 - Cromossomos metafásicos de S. notomelas do rio Tietê a) setas indicam as 
regiões Ag-NORs positivas; b)setas indicam cromossomos portadores de regiões DNAr 18S, 
obtidas pela técnica de FISH. 
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Figura 5 - Análise dos cromossomos de Serrapinnus notomelas do rio Capivara, 2n=52 
cromossomos a) cariótipo utilizando coloração com giemsa; b) cariótipo com os 
cromossomos submetidos a técnica de bandeamento C.

Figura 6 - Cromossomos metafásicos de exemplares de S. notomelas do rio Capivara. ) As 
setas indicam as regiões Ag-NORs positivas em (a) e os cromossomos portadores de regiões 
DNAr 18S, identificadas pela técnica de FISH em (b). 
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Figura 5 - Análise dos cromossomos de Serrapinnus notomelas do rio Capivara, 2n=52 
cromossomos a) cariótipo utilizando coloração com giemsa; b) cariótipo com os 
cromossomos submetidos a técnica de bandeamento C.

Figura 6 - Cromossomos metafásicos de exemplares de S. notomelas do rio Capivara. ) As 
setas indicam as regiões Ag-NORs positivas em (a) e os cromossomos portadores de regiões 
DNAr 18S, identificadas pela técnica de FISH em (b). 
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Figura 7 - Cariótipos de Serrapinnus notomelas, exemplares do córrego Campo Novo. 

a) citótipo I com 2n=52 cromossomos; b) citótipo II com 2n= 52 cromossomos; c) 

citótipo III com 2n=52 
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Figura 7 - Cariótipos de Serrapinnus notomelas, exemplares do córrego Campo Novo. 

a) citótipo I com 2n=52 cromossomos; b) citótipo II com 2n= 52 cromossomos; c) 

citótipo III com 2n=52 
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Figura 8 - Cariótipos de Serrapinnus notomelas de exemplares do córrego Campo 
Novo, obtidos após tratamento por bandeamento C para identificação das regiões de 
heterocromatina constitutiva. a) citótipo I com 2n=52 cromossômos; b) citótipo II 
com 2n= 52 cromossômos; c) citótipo III com 2n=52 cromossômos.
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Figura 8 - Cariótipos de Serrapinnus notomelas de exemplares do córrego Campo 
Novo, obtidos após tratamento por bandeamento C para identificação das regiões de 
heterocromatina constitutiva. a) citótipo I com 2n=52 cromossômos; b) citótipo II 
com 2n= 52 cromossômos; c) citótipo III com 2n=52 cromossômos.
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Figura 9 - Metáfases de Serrapinnus notomelas, exemplares do córrego Campo Novo a) 
citótipo I, setas indicam Ag-NOR simples presente no par 22; b) citótipos II e III, 
asteriscos representam cromossomos portadores de Ag-NORs (azul = cromossomo par 
02, verde= cromossomo par 25, vermelho =  cromossomos par 07, preto= cromossomos 
par 22); c) cromossomos submetidos a FISH por sonda DNAr 18s, cabeças de setas 
indicam cromossomos portadores, par 22; d) cromossomos submetidos a FISH por 
sonda DNAr 18s, cabeças de setas indicam cromossomos portadores (cromossomos 02 e 
25 – pares 07 e 22).
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Figura 9 - Metáfases de Serrapinnus notomelas, exemplares do córrego Campo Novo a) 
citótipo I, setas indicam Ag-NOR simples presente no par 22; b) citótipos II e III, 
asteriscos representam cromossomos portadores de Ag-NORs (azul = cromossomo par 
02, verde= cromossomo par 25, vermelho =  cromossomos par 07, preto= cromossomos 
par 22); c) cromossomos submetidos a FISH por sonda DNAr 18s, cabeças de setas 
indicam cromossomos portadores, par 22; d) cromossomos submetidos a FISH por 
sonda DNAr 18s, cabeças de setas indicam cromossomos portadores (cromossomos 02 e 
25 – pares 07 e 22).

*

*

a

*

*

*

*

*

*b

c

d

*

*

a

*

*

a

*

*

*

*

*

*b

*

*

*

*

*

*b

cc

dd



Paiva, LRS                                                                                                                                           Capítulo II 

 

 53

Discussão 

 

Os exemplares de Serrapinnus notomelas das três localidades amostradas 

componentes do complexo da parte leste da bacia superior do rio Paraná, no estado 

de São Paulo, apresentaram uma grande divergência cariotípica quando foram 

relacionadas às estruturas cariotípicas obtidas através de bandamentos 

cromossômicos (Tabela 2). Apesar das três populações (Rios Tietê, Capivara e 

Córrego Campo Novo) apresentarem o mesmo número diplóide de 2n=52 

cromossomos, a morfologia dos cromossomos nos cariótipos, bem como as 

variações encontradas com relação ao o número fundamental indicam que eventos 

de rearranjos cromossômicos estruturais devam ter ocorrido (Tabela 1).  

Pelas análises citogenéticas realizadas nos indivíduos do citótipo destas 

populações pode-se supor que eventos como inversões pericêntricas, translocações 

entre pares cromossômicos não homólogos, deleções e duplicações podem estar 

levando à alterações na forma dos cromossomos sem, contudo alterar o número 

diplóide. Netas populações ocorreram alterações no número de cromossomos 

metacêntricos, submetacêntricos e subtelocêntricos, sem alterar o número diplóide 

(2n=52 cromossomos) (Tabela 1). Esta hipótese é ainda reforçada pelo fato de que o 

número de cromossomos acrocêntricos não foi alterado entre os exemplares dos 

rios Tietê, Capivara e córrego Campo Novo, citótipo I (Figuras 3a, 5a e 7a), 

mantendo assim o número fundamental (NF=100) (Tabela 1).  Os exemplares desta 

localidade demonstram ter maior relação cromossômica com as demais populações 

analisadas do que os citótipos II e III. Eventos de rearranjos cromossômicos em 

peixes também foram observados por Maistro et al. (2000) em Astyanax 

scabrippinis; por Molina e Galetti (2002) em peixes recifais do gênero Chromis, por 

Bertollo et al. (2004) em Erythrinus erythrinus; por Fernandes e Martins-Santos 

(2004) em Astyanax altiparanae e por Fernandes et al. (2005) em espécies do 

gênero Gymnotus, demonstrando que estes eventos são de certa forma freqüentes 

ocorrendo em diferentes espécies e não restritos a um grupo.
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A utilização da técnica de bandamento C permitiu observar que a marcação 

intersticial identificada nos cromossomos do par 17 da população analisada do rio 

Tietê (Figura 3b) é semelhante à dos pares 12 do rio Capivara (Figura 5b) e 14 do 

córrego Campo Novo, citótipo I (Figura 8a), indicando uma possível origem comum. 

O mesmo ocorre para a marcação pericentromérica existente no par 3 das três 

populações analisadas (Figuras 3b, 5b e 8a) e também para os pares portadores de 

Ag-NOR, par 26 nos exemplares dos rios Tietê (Figura 4a) e Capivara (Figura 6a) e 

par 22 do córrego Campo Novo, citótipo I (Figura 09b). Estes eventos e outras 

marcações independentes identificadas nos cromossomos do exemplares das 

populações analisadas sugerem que possam ter ocorrido eventos de 

heterocromatinização, inversões paracêntricas e translocações, que seriam então 

iniciadores do processo de especiação (Tabela 02). A ocorrência de eventos 

similares foi descrita por Swarça et al. (2005) em Pseudoplatystoma corruscan e por 

Almeida-Toledo et al.(1987) em Colossoma mitrei e Colossoma macropomun. 

Os cromossomos portadores de Ag-NOR demonstraram certa estabilidade 

quando foram comparados exemplares provenientes das populações dos rios Tietê 

e Capivara (Figuras 4a e 6a, respectivamente), mostrando marcação consistente no 

par 26. Porém, o bandamento C revelou que a região rica em GC associada à NOR 

estava presente somente na população do rio Capivara, demonstrando a possível 

ocorrência de evento de heterocromatinização desta região (Figura 05b). O mesmo 

ocorreu para os exemplares analisados do córrego Campo Novo, onde o 

bandamento C foi positivo para a posição da NOR identificado no par 22 (Figura 8a).  

Segundo Gromicho e Colares-Pereira (2004) as regiões Ag-NORs podem 

estar envolvidas em eventos de hibridação entre espécies diferentes, originado uma 

nova espécie. De modo similar, o presente trabalho demonstra que há eventos 

simultâneos de dispersão de regiões ribossomais 45S e de inversões pericêntricas, 

quando analisados os citótipos encontrados na amostra da população do córrego 

Campo Novo. Nesta localidade, os exemplares coletados apresentaram três 

citótipos, indicando que rearranjos cromossômicos estruturais não-númericos devem 
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ter ocorrido (Figuras 7 a, b e c), uma vez que o número diplóide encontrado 

permaneceu constante com 2n= 52 cromossomos; porém, o número fundamental 

variou de NF=100, 101 e 102, para os citótipo I, II e III, respectivamente (Figuras 7 

a,b e c), sendo o citótipo I o mais freqüente. As regiões Ag-NORs estiveram 

presentes no par 22 para os três citótipos (Figura 9a e b), sendo estas posições 

confirmadas pela aplicação da técnica de FISH com sonda DNAr 18S (Figura 9 c e 

d).  Além do par 22, os citótipos II e III apresentaram também marcações em outros 

cromossomos, caracterizando-se como NORs múltiplas. 

De acordo com o padrão de regiões Ag-NORs obtidas das populações do rio 

Tietê e Capivara, o par cromossômico 27 do citótipo I pode ter se originado a partir 

de um ancestral comum a estas populações. Assim, o evento mais provável seria 

translocação da região ribossomal 45S do segundo par de cromossomos 

acrocêntricos do citótipo I (reconhecido como par 26 para as populações do rio Tietê 

e Capivara), para o par 22 de cromossomos submetacêntricos, dando origem ao 

citótipo I atual (Ideograma 1). Esta instabilidade das regiões de DNAr 18S levando à 

alta variabilidade de posições e tamanhos destes segmentos cromossômicos, pode 

ser explicada pelo fato de que essa regiões poderiam segregar independentemente 

e randomicamente, proporcionando variabilidade intra- e interespecífica, segundo 

Gromicho et al. (2006).  

 

 

 

 

 

 

 

Ideograma 1 - Representação do possível evento de rearranjo cromossômico ocorrido a partir 

de um citótipo ancestral comum aos exemplares da bacia do rio Tietê. Ocorrência de inversão 

pericêntrica envolvendo as regiões Ag-NORs positivas par 27 e braço curto par 22, 

originando o citótipo I. 

Citótipo Ancestral                                         Citótipo I
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Considerando-se como primeira hipótese, pela qual a origem do citótipo II a 

partir do citótipo I, poderia ter ocorrido a partir de possível inversão pericêntrica em 

apenas um dos cromossomos do par 27 (Ideograma 2), deve-se imaginar a 

necessidade de ocorrência de interações envolvendo indivíduos portadores destes 

dois citótipos de forma a originar mais tarde o citótipo III. O mesmo poderia ter 

ocorrido entre indivíduos do citótipo I e III, de forma a originar mais tarde o citótipo II. 

Porém, quando analisada a região portadora de DNA ribossomal, tanto por 

impregnação pela Prata quanto por FISH com sonda DNAr 18S (Figura 9), pode-se 

especular que a origem mais parcimoniosa seria através  da combinação dos 

citótipos I e III.  Esta origem pode ter se dado por eventos de rearranjos 

cromossômicos do tipo inversão pericêntrica, ocorreria no par cromossômico 27 do 

citótipo I, para formar o par 21 do citótipo III (Ideograma 2). Assim, exemplares 

portadores do citótipo III poderiam interagir com indivíduos portadores do citótipo I, 

originado os indivíduos portadores do citótipo II, já que este apresenta-se com 

apenas um cromossomos dos pares 21 e 27 e também com múltiplas marcações 

Ag-NORs e DNAr com sonda 18S (Figura 8).  

 

 

 

 

 

 

 

Ideograma 2 - Representação do possível evento de inversão pericêntrica, envolvendo os 

cromossômos do par 27, originando os cromossomos submetacêntricos do par 22.  

 

 

As regiões GC ricas identificadas pelo bandamento C na região de DNAr 18S 

confirmaram a diferença estrutural entre os três citótipos (Figura 8 a, b e c). Os 
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resultados obtidos por bandamento C reforçam a idéia deste evento, pois algumas 

marcações encontradas nos citótipos parentais I e III, podem ser observadas no 

citótipo II (Tabela 2). Marcações como as identificadas nos cromossomos 10, 23 e 

26 do citótipo I, foram reconhecidas no citótipo II, porém não identificadas nos para 

exemplares pertencentes ao citótipo III. Da mesma forma ocorre para os 

cromossomos 1, 3, 9 e 17 do citótipo III, onde as marcações estão presentes no 

citótipo II e ausentes no citótipo I (Tabela 2).  

O presente trabalho demonstrou que os estudos citogenéticos populacionais 

são fundamentais para a compreensão do processo de evolução cromossômica das 

espécies de peixes, dos mecanismos que regem esta evolução, quais se 

manifestam primeiro. São importantes também para estabelecer quais os níveis de 

alterações são suficientes para bloquear o fluxo gênico entre indivíduos identificados 

como pertencentes à mesma espécie e presentes na mesma população, de forma a 

estabelecer se estes grupos constituem espécies diferentes ou não. Por fim os 

dados citogenéticos sugerem que os exemplares analisados do córrego Campo 

Novo, possuem polimorfísmo estrutural populacional, onde o citótipo II 

provavelmente não tenha fluxo gênico em relação aos citótipos I e III. Dessa forma, 

indivíduos pertencentes aos citótipo II talvez sejam formados unicamente pela 

hibridação dos citótipos I e III.  
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5 DISCUSSÃO E CONSIDERAÇÕES FINAIS 

   

Recentemente Malabarba (1998) descreveu o gênero Serrapinnus como novo 

para os peixes da sub-família Cheirodontinae, propondo sete espécies a princípio. 

Com os dados do presente trabalho pode-se observar a alta plasticidade cariotípica 

para a espécie S. notomelas, demonstrando que a sistemática morfológica a 

citogenética populacional, bem como outros instrumentos de estudos populacionais 

devem ter um limiar mais estreito para que se possa ampliar o entendimento da 

distribuição, biologia e evolução deste grupo de peixes.  

O presente trabalho demonstrou ainda que estudos citogenéticos 

populacionais como os apresentados por Almeida-Toledo et al. (1987) e Swarça et 

al. (2005), podem ser considerados ferramentas relevantes quando se analisa 

diferentes grupos populacionais de peixes. Tais estudos possibilitam a 

caracterização de grupos distintos a nível cromossômico presentes ou não na 

mesma bacia hidrográfica, de tal forma a auxiliar na identificação de grupos que 

possivelmente não mais possuam fluxo gênico, sem que, contudo devam ser 

caracterizados como novas espécies. Estes aspectos foram discutidos no Capítulo I, 

que descreve as modificações cromossômicas observadas nos exemplares 

analisados das diferentes populações sem que, contudo tivesse sido encontrado um 

mecanismo suficientemente forte de modificação estrutural que fosse determinante 

para a identificação de distintas populações presentes no mesmo ambiente.  

Contudo, o estudo de indivíduos de diferentes populações do rio Tietê 

(Capítulo II) permitiu estabelecer diferenças entre os cariótipos, indicando a 

possibilidade de início de um processo de diversificação mais acentuado, com o 

aparecimento de três citótipos bem diferenciados nos exemplares coletados no 

córrego Campo Novo. Na análise dos exemplares desta população, pode-se 

observar a existência de polimorfísmo cromossômico populacional a partir das 

regiões mapeadas por sonda de DNAr 18S, Ag-NORs e bandamento C, onde 

aparentemente ocorre hibridação entre os exemplares portadores dos citótipos I e III, 
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originando exemplares portadores do citótipo II. Contudo, exemplares portadores do 

citótipo II aparentemente não interagem com exemplares portadores dos citótipos I e 

III, indicando talvez que se tratem de duas espécies (citótipo I e citótipo III), já que 

não foram encontrados indivíduos portadores de citótipos híbridos entre os citótipos I 

e III com o citótipo II.  

Uma consideração que também poderia ser discutida refere-se aos eventos 

cromossômicos necessários que levariam à formação de novas espécies.  O 

presente trabalho demonstra que há uma tendência primeira para a ocorrência de 

alterações na macro-estrutura cromossômica das diferentes populações de bacias 

hidrográficas distintas (Capítulo I), mas sem ocorrência de alterações numéricas. 

Porém, quando analisados os exemplares pertencentes à mesma bacia hidrográfica 

(Capítulo II) observa-se que a alteração ocorreu tanto na macro-estrutura cariotípica 

quanto na micro-estrutura dos cromossômos. Entende-se que a pressão seletiva nos 

exemplares de diferentes bacias deve ter sido menor e diferenciada, pois as 

alterações cariotípicas foram mais sutis quando comparadas àquelas ocorridas nos 

exemplares de uma da mesma bacia hidrográfica. 
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