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RESUMO 

Characidium é um grupo de peixes amplamente distribuídos pela região Neotropical, 

embora seja considerado o mais especioso dentro de Crenuchidae, do ponto de vista 

citogenético o número de espécies investigadas ainda é baixo, o que dificulta a 

caracterização quanto a organização cromossômica do gênero. Em relação ao número 

diploide, as espécies de Characidium conservaram um cariótipo com 2n = 50 

cromossomos, do tipo metacêntricos e submetacêntricos (com exceções), o que resulta 

em uma macroestrutura homogênea para o grupo. Porém, investigações utilizando 

sequências repetitivas têm contribuído para ilustrar que a organização microestrutural 

cromossômica pode diferir entre as espécies, refletindo o hábito destes peixes 

constituírem populações pequenas e isoladas em cabeceiras de riachos. Adicionalmente, 

algumas espécies de Characidium também foram descritas portando cromossomos B em 

seus cariótipos, e a utilização de ferramentas citomoleculares têm contribuído para 

explorar quanto a origem e evolução destes componentes cariotípicos. Neste sentido, o 

objetivo do presente estudo foi agregar técnicas citomoleculares com resultados de 

sequenciamento massivo, para tentar compreender a ocorrência de cromossomos B no 

genoma de Characidium sp. aff. C. vidali. Os resultados obtidos mostraram que i) o 

mapeamento físico de diferentes sondas de DNA repetitivo contribuíram não apenas para 

caracterizar o cariótipo da espécie em estudo, como também adicionaram mais 

informações quanto a organização e evolução da microestrutura cromossômica dos peixes 

pertencente à Characidium; ii) Characidium sp. aff. C. vidali mostrou sítios teloméricos 

intersticiais (ITS e double-ITS), e como a espécie apresenta o número diploide padrão do 

grupo (2n = 50 cromossomos), não há indícios de rearranjos cromossômicos estruturais, 

e tais marcações podem ser evidências de mecanismos de reparo do próprio genoma, 

evitando possíveis quebras e modificações na estrutura cromossômica da espécie; iii) a 

sonda telomérica também marcou a porção terminal dos cromossomos B de Characidium 

sp. aff. C. vidali, e como todas as células de todos os espécimes analisados apresentaram 

supranumerários, foi proposto que nessa população, os cromossomos B já estão bem 

estabelecidos; iv) os cromossomos B de Characidium sp. aff. C. vidali tiveram origem 

intraespecífica, e os resultados obtidos após pintura cromossômica com a sonda CvBp 

revelam que ao longo de sua evolução, estes supranumerários acumularam sequências 

que não são mais compartilhadas com os cromossomos do complemento A da própria 

espécie; v) os dados obtidos com as marcações de quatro microssatélites e pintura 

cromossômica (com a sonda CvBp), evidenciaram uma relação entre os cromossomos B 



 
 

Characidium sp. aff. C. vidali e um par de cromossomos acrocêntricos presentes em C. 

serrano, C. pterostictum e C. timbuiense, e somado a isso o padrão de marcação dos sítios 

teloméricos, assim como análises de filogenia e distância genética mostram que essas 

espécies representam um grupo monofilético; vi) tais evidências permitiram propor que 

os supranumerários presentes em Characidium sp. aff. C. vidali apresentam relação com 

um genoma ancestral ao grupo monofilético; vii) o mapeamento de sequências satélites 

obtidas por sequenciamento massivo, não apresentou marcações nos cromossomos B da 

espécie em estudo. Dessa maneira, o presente trabalho reforça a proposição de que 

Characidium é um interessante modelo para estudos citogenéticos, com ênfase sobre 

origem e evolução de cromossomos supranumerários. 

 

Palavras-chave: Characidium, DNA repetitivo, cromossomo B, Sequenciamento de 

Nova Geração (NGS). 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

ABSTRACT 

Characidium is a group of fish widely distributed in the Neotropical region, although it 

is considered the most specious within Crenuchidae, from the cytogenetic point of view 

the number of species investigated is still low, which makes it difficult to characterize the 

chromosomal organization of the genus. In relation to the diploid number, Characidium 

species retained a karyotype with 2n = 50 chromosomes, metacentric and submetacentric 

(with exceptions), resulting in a homogeneous macrostructure for the group. However, 

investigations using repetitive sequences have contributed to illustrate that the 

chromosomal microstructural organization may differ between species, reflecting the 

habit of these fish constituting small and isolated populations in headwaters of streams. 

In addition, some species of Characidium have also been described carrying B 

chromosomes in their karyotypes, and the use of cyto-molecular tools has contributed to 

explore the origin and evolution of these karyotype components. In this sense, the 

objective of the present study was to aggregate cyto-molecular techniques with massive 

sequencing results to try to understand the occurrence of B chromosomes in the genome 

of Characidium sp. aff. C. vidali. The results showed that i) the physical mapping of 

different repetitive DNA probes contributed not only to characterize the karyotype of the 

species under study, but also added more information about the organization and 

evolution of the chromosomal microstructure of fish belonging to Characidium; ii) 

Characidium sp. aff. C. vidali showed interstitial telomeric sites (ITS and double-ITS), 

and since the species shows the standard diploid number of the group (2n = 50 

chromosomes), there are no indications of structural chromosome rearrangements, and 

such markings may be evidence of mechanisms of repair of the genome itself, avoiding 

possible breaks and modifications in the chromosome structure of the species; iii) the 

telomeric probe also marked the terminal portion of the B chromosomes of Characidium 



 
 

sp. aff. C. vidali, and as all the cells of all the analyzed specimens presented 

supernumerary, it was proposed that in this population, the B chromosomes are already 

well established; iv) the B chromosomes of Characidium sp. aff. C. vidali were originated 

intraspecific, and the results obtained after chromosome painting with the CvBp probe 

reveal that throughout their evolution, these supernumerary accumulated sequences that 

are no longer shared with the complement chromosomes of the species itself; v) the data 

obtained with the four microsatellite and chromosome painting (with the CvBp probe), 

showed a relationship between the B chromosomes Characidium sp. aff. C. vidali and a 

pair of acrocentric chromosomes present in C. serrano, C. pterostictum and C. 

timbuiense, and in addition to the marking pattern of telomeric sites, as well as analyzes 

of phylogeny and genetic distance show that these species represent a group 

monophyletic; vi) such evidence allowed us to propose that the supernumeraries present 

in Characidium sp. aff. C. vidali present relationship with an ancestral genome to the 

monophyletic group; (vii) the mapping of satellite sequences obtained by massive 

sequencing did not show B chromosomes of the species under study. In this way, the 

present work reinforces the proposition that Characidium is an interesting model for 

cytogenetic studies, with emphasis on origin and evolution of supernumerary 

chromosomes. 

Keywords: Characidium, repetitive DNA, B chromosome, Next Generation Sequencing 

(NGS). 
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1. Introdução geral 

Characidium é considerado o gênero mais especioso dentro da família 

Crenuchidae, e até o momento possui cerca de 65 espécie descritas (Buckup & Van der 

Sleen 2017). As espécies deste grupo apresentam ampla distribuição pela região 

Neotropical, com exemplares ocorrendo desde o Panamá, como Characidium marshi, até 

a Argentina, como Characidium rachovii  (Buckup 2003). Estes peixes são habitualmente 

restritos a pequenos tributários (Caramschi 1986), e comumente tendem a formar 

populações pequenas, e isoladas em cabeceiras de riachos (Maistro et al. 1998). Na 

maioria, tais ambientes são de altitude elevada e fluxo de água intenso, o que pode 

favorecer a ocorrência de endemismo e especiações alopátricas nas populações (Buckup 

2003, 2011). Todas essas características influenciam diretamente na evolução da estrutura 

cariotípica das espécies dentro do gênero Characidium, principalmente quanto a 

composição da microestrutura cromossômica destes peixes. 

 Do ponto de vista citogenético, o gênero Characidium se tornou um grupo 

bastante interessante a ser estudado, embora apresente cariótipo conservado com 2n = 50 

cromossomos (na maioria das vezes metacêntricos e submetacêntricos), há relatos de 

variações em relação à microestrutura cariotípica das espécies. Dentre essas diferenças, 

já foram reportadas desde variações em relação a localização das regiões organizadoras 

de nucléolos (Maistro et al. 1998; Vicari et al. 2008; Pucci et al. 2014), triploidia natural 

(Centofante et al. 2001; Pansonato-Alves et al. 2011b), ocorrência de cromossomos 

ligados ao sexo (Maistro et al. 1998, 2004; Centofante et al. 2001, 2003; Noleto et al. 

2009; Pansonato-Alves et al. 2010, 2011a; Machado et al. 2011; Pazian et al. 2013; Pucci 

et al. 2014; Scacchetti et al 2015a), presença de cromossomos B (Maistro et al. 1998; 

Pansonato-Alves et al. 2010, 2014; Scacchetti et al. 2015a, Serrano et al. 2017, 2019), e 

até mesmo variação quanto a distribuição de sequências repetitivas (Vicari et al. 2008; 

Machado et al. 2011; Pansonato-Alves et al. 2011, 2014; Scacchetti et al. 2015a, Pucci et 

al 2018). Todas essas características evidenciam que a organização da microestrutura dos 

cariótipos é mais variável entre as populações, e essas informações também agregam 

importância para investigações sobre a evolução cromossômica do grupo.  

 Muitos trabalhos têm mostrado resultados satisfatórios quanto ao uso de DNA 

repetitivo como sondas, com o objetivo de investigar mudanças na estrutura cariotípica 

dos organismos ao longo da sua história evolutiva. Além disso, tais sequências podem ser 

consideradas excelentes marcadores citogenéticos, por terem proporcionado resultados 

consistentes sobre a diversificação de cromossomos B, de cromossomos ligados ao sexo, 
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e até mesmo homeologia cromossômica entre espécies próximas (Griffiths et al. 2008; 

Vicari et al. 2010; Blanco et al. 2014). Grande parte do genoma dos eucariotos é composto 

por sequências repetitivas, e o acúmulo dessas regiões pode estar relacionado com as 

diferentes quantidades de DNA apresentadas pelos organismos (Doolittle & Sapienza 

1980; Cavalier-Smith 1985; Kidwell 2002; Gregory et al 2007). Além disso, já se sabe 

que essas sequências repetitivas variam em número de cópias, sequências de nucleotídeos 

e distribuição nos genomas (Wagner et al 1993; Charlesworth et al 1994), podendo se 

organizar em tandem como as famílias multigênicas (Sumner 2003; Nagoda et al. 2005), 

os minissatélites, microssatélites e sequências satélites (Maxon et al 1983; Hadjiov 1985; 

Charlesworth et al 1994), ou podem estar dispersas pelo genoma como os transposons e 

retrotransposons (Charlesworth et al 1994),  

São chamadas famílias multigênicas quando um conjunto de genes apresentam 

estrutura e função similar, e se originaram a partir de um gene ancestral comum (Nei & 

Rooney 2005). No genoma dos eucariontes superiores, os genes ribossomais estão 

organizados em duas famílias multigênicas, que se repetem centenas, ou até milhares de 

cópias (Martins et al 1999). Em Characidium, os sítios de rDNA 18S são considerados 

mais conservados do que os sítios de rDNA 5S, evidenciando a evolução cariotípica 

independente das populações deste gênero. 

 Os genes histonas também constituem uma família multigênica, composta pelas 

sequências de H2A, H2B, H3 e H4, variando em número de cópias, e podendo ou não se 

espalhar pelo genoma (Kedes 1979; Childs et al. 1981). Em peixes, o mapeamento físico 

dessas sequências também revela informações sobre a estrutura e organização cariotípica 

das espécies, como é o caso de Symbranchus e Orestias onde esses genes  histonas H3 e 

H4 estão espalhados pelo genoma (Utsunomia et al. 2014; Araya et al. 2017), enquanto 

em Characidium estes dois genes estão clusterizados no mesmo par cromossômico 

(Serrano et al. 2017; Pucci et al 2018).  

 As sequências teloméricas são repetições de (TTAGGG)n que no genoma dos 

vertebrados já são consideradas conservadas (Meyne et al. 1990). Essas sequências 

geralmente marcam as porções terminais dos cromossomos (Meyne et al. 1990; Chew et 

al. 2002), porém, a hibridação in situ já revelou sítios teloméricos intersticiais (ITS) em 

algumas espécies de peixes, podendo indicar ocorrência de eventos como fusões, fissões 

e/ou inversões, e estes eventos muitas vezes alteram a macro ou microestrutura 

cromossômica dos indivíduos (Abuín et al. 1996; Chew et al. 2002; Blanco et al. 2013; 

Porto et al.  2014). Descobertas sobre sítios ITS (sítios teloméricos intersticiais) em 
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peixes, já contribuíram para auxiliar nas investigações sobre origem de cromossomos 

ligados ao sexo (Cioffi & Bertollo 2010; Utsunomia et al. 2014), eventos de fusão (Albuín 

et al 1996; Chew et al 2002), além de terem sido mapeados em associação com outras 

sequências como DNA satélites (Garrido-Ramos et al. 1998, Scacchetti et al. 2014), e 

região organizadora de nucléolo (Albuín et al. 1996).  

Scacchetti et al. (2014) mapearam sequências teloméricas em sete populações de 

Characidium, e observaram que além das marcações teloméricas presentes em todos os 

cromossomos de todos os indivíduos analisados, um grupo de espécies, filogeneticamente 

reconhecido como monofilético, apresentaram sítios telomérios intersticiais (ITS) e 

alguns ainda sítios de double-ITS. Porém, como Characidium é conhecido por apresentar 

um cariótipo homogêneo, as marcações não teloméricas seriam consequências de 

associações entre sequências teloméricas com DNA satélites, seguido de dispersão por 

elementos móveis e/ou recombinação ectópica, e estes eventos teriam ocorrido de 

maneira particular na evolução cariotípica de cada população, influenciando diretamente 

na estruturação cromossômica do grupo. 

Quanto as sequências repetitivas organizadas em tandem no genoma dos 

eucariontes, a classificação depende do tamanho dos fragmentos repetidos, sendo os 

minissatélites constituídos de 15 a 100pb (Levinson & Gutman 1987). Os microssatélites 

são representados por repetições de 1 a 6 nucleotídeos, localizados preferencialmente nas 

porções não codificantes dos genomas  (Tautz & Renz 1984; Litt & Luty 1989; Weber; 

May 1989; Toth; Gáspari; Jurka 2000), e se distribuem de forma não randômica nos 

cromossomos (Cuadrado & Jouve 2007; Ruiz-Ruano et al 2014). Em peixes, o 

mapeamento físico de sequências de microssatélites têm contribuído consideravelmente 

com investigações sobre a estrutura cariotípica de populações, já que os motifis podem 

seguir um padrão evolutivo próximo, ou distinto entre os grupos (Scacchetti et al. 2015a; 

Schneider et al. 2015; Piscor et al. 2016; Utsunomia et al. 2018). Motifis de 

microssatélites já foram mapeados co-localizados com genes ribossomais, e de acordo 

com os autores, isso pode ser de alguma forma vantajoso para a evolução cariotípica das 

populações (Merlo et al. 2007, Scacchetti et al. 2015a; Piscor et al. 2016; Utsunomia et 

al. 2018). Em Characidium o mapeamento físico dos microssatélites tem contribuído com 

informações em estudos sobre cromossomos B e cromossomos ligados ao sexo, pois são 

considerados exelentes marcadores dos mesmos (Scacchetti et al. 2015a; Piscor et al. 

2016). 
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Como já reportado anteriormente, os DNAs satélites também constituem uma 

fração de sequências repetidas em tandem, descritos pela primeira vez em peixes no fim 

dos anos 80 (Datta et al. 1988; Moyer et al. 1988; Monaco et al. 1989). Essas sequências 

não são codificadoras, e tendem a se acumular preferencialmente em regiões 

heterocromáticas, embora já tenham sido observadas em porções eucromáticas (López-

Flores & Garrido-Ramos 2012; Garrido-Ramos 2015; Ruiz-Ruano et al. 2016). Essas 

repetições se organizam em famílias pelo genoma, que geralmente são específicas dentro 

de um gênero ou espécies (Vicari et al., 2010; Garrido-Ramos, 2015). Muitos trabalhos 

têm mostrado que os DNA satélites podem também ser considerados excelentes 

marcadores de cromossomos sexuais e cromossomos B em peixes (Nakayama et al. 1994; 

Nanda et al. 1990; Devlin et al. 1991; Mestriner et al. 2000; Jesus et al. 2003; Vicari et 

al. 2010; Utsunomia et al. 2016), e com isso os autores buscam compreender melhor sobre 

a origem e evolução destes crossomos nos cariótipos das espécies.  

Os cromossomos B (ou supranumerários) são considerados elementos genômicos 

adicionais ao complemento padrão A, que apresentam um caminho evolutivo próprio 

(Camacho et al. 2000). Estes cromossomos não seguem as leis de herança mendeliana, 

não se recombinam com cromossomos do complemento A, e são considerados parasitas 

no genoma portador (Camacho et al. 2000). Já foram encontrados em fungos, plantas e 

animais (Navas-Castillo et al. 1985; Alfenito & Birchler 1993; Covert 1998), e estudos 

buscam cada vez mais compreender como se originaram e evoluíram, e se compartilham 

sequências com os cromossomos do complemento padrão do cariótipo portador 

(Camacho et al. 2000; Bugrov et al. 2007). 

Assim, alguns estudos já conseguiram mostrar que cromossomos B podem alocar 

elementos repetitivos em sua composição, como genes ribossomais, histonas, elementos 

transponíveis, microssatélites e até mesmo genes de cópia única (Camacho 2005; Bugrov 

et al. 2007; Teruel et al. 2010; Leach et al. 2005; Ruíz-Estévez et al. 2012; Trifonov et al. 

2013; Silva et al. 2014; Valente et al. 2014). Além disso, também foram evidenciados 

cromossomos B portadores de genes ativos em fungos, onde os supranumerários 

apresentaram genes que conferiam resistência à antibióticos (Miao et al 1991), em 

canídeos, em que esses cromssomos B foram relacionados a proto-oncogenes e genes 

supressores tumorais (Graphodatsky 2005; Makunin 2014); gafanhotos com histonas H3 

e H4 (Teruel & Cabrero 2010); e os supranumerários de ciclídeos (Yoshida 2011) e 

cervídeos (Trifonov 2013; Makunin 2016) apresentaram genes codificantes de proteínas. 
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Com o passar dos anos, diferentes tecnologias foram surgindo e de certa forma 

agregando informações às investigações para melhor compreender sobre cromossomos 

B. Através da Hibridação in situ Fluorescente, Mestriner et al. (2000) mapeando 

sequências de DNA satélite em Astyanax scabripinnis, propuseram que o macro-

cromossomo B presente na espécie teria se originado como um isocromossomo. López-

León et al. (1993) utilizando a mesma técnica conseguiram identificar que os 

supranumerários de Eyprepocnemis plorans tiveram origem intraespecífica. Já com a 

pintura cromossômica, trabalhos conseguiram hibridar sondas produzidas a partir de 

cromossomos B microdissecados de diferente genomas, o que também trouxe novas 

informações sobre origem ou padrão de homologia entre os supranumerários e os 

cromossomos do complemento A das espécies (Trifonov et al. 2002; Teruel et al. 2009; 

Machado et al. 2011; Pansonato-Alves et al. 2014; Utsunomia et al 2016; Serrano et al 

2017). Por fim, o Sequenciamento de Nova Geração (NGS) permitiu aos estudos 

investigar a composição destes cromossomos, caracterizando desde sequências 

repetitivas, até genes de cópia única localizados nos supranumerários das espécies 

(Trifonov et al. 2013; Houben et al. 2014; Makunin et al. 2014; Valente et al. 2014). 

Em Characidium, o número de espécies descritas como portadoras de 

cromossomos B ainda é pequeno (Miyazawa & Galetti Jr. 1994; Pansonato-Alves et al. 

2010, 2011, 2014; Scacchetti et al. 2015b; Serrano et al. 2017), e apenas alguns estudos 

reportaram possibilidades para o surgimento destes supranumerários. Para Pansonato-

Alves et al. (2014), tanto em Characidium pterostictum quanto em C. gomesi, há uma 

relação dos cromossomos B com os cromossomos sexuais, reportando uma possível 

origem intraespecífica dos supranumerários, assim como proposto em Serrano et al. 

(2017), porém neste segundo caso, a sonda dos cromossomos B de Characidium alipioi 

apresentaram homologia com o par cromossômico 19 da espécie. Até o momento, C. 

oiticiai é a única espécie do gênero com origem interespecífica dos cromossomos B 

(Pansonato-Alves et al. 2014). Se por um lado já se tem conhecimento que em 

Characidium os cromossomos sexuais tiveram uma origem comum (Vicari et al. 2010; 

Machado et al. 2011, Pazian et al. 2013; Pansonato-Alves et al, 2014; Pucci et al. 2014; 

Scacchetti et al. 2015a), os cromossomos B parecem apresentar uma origem independente 

dentro do gênero (Pansonato-Alves et al. 2014), e pode ser um reflexo da estruturação 

cariotípica particular das populações durante a evolução da sua microestrutura cariotípica. 
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2. Objetivo  

O presente trabalho foi desenvolvido dentro do programa geral de estudos 

citogenéticos de peixes Neotropicais desenvolvido no Laboratório de Biologia e Genética 

de Peixes (IB/UNESP/Botucatu) visando aumentar o conhecimento sobre a estrutura 

molecular de cromossomos supranumerários e os possíveis mecanismos de origem e 

evolução destes elementos genômicos. 

Este objetivo foi alcançado cumprindo-se os seguintes passos: 

 

a) compreender a estrura cariotípica de Characidium sp. aff. C. vidali; 

 

b) investigar a frequência de ocorrência dos cromossomos B na espécie Characidium sp. 

aff. C. vidali;  

 

c) investigar se os cromossomos B desta espécie compartilham sequências com os 

cromossomos do complemento A;  

 

d) investigar se os cromossomos B desta espécie compartilham sequências com os o 

cariótipo de outras espécies de Characidium; 

 

e) sequenciar e caracterizar elementos repetitivos no genoma dessa espécie, notadamente 

aqueles alocados nos cromossomos supranumerários; 

 

f) investigar se os cromossomos B presentes na espécie em estudo tiveram origem 

interespecífica ou intraespecífica. 
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3. Resultados e Discussões 

Os Resultados e Discussões do presente trabalho estão organizados em três 

capítulos apresentados a seguir. As referências do presente estudo estão organizadas na 

parte final do trabalho. 

 

3.1 Capítulo 1 

Investigações citomoleculares no genoma de Characidium sp. aff. C. vidali 

(Characiformes, Crenuchidae) 

 

 

3.2 Capítulo 2 

Ferramentas citomoleculares e filogenéticas indicam origem interespecífica 

de cromossomos B de Characidium sp. aff. C. vidali 

 

 

3.3 Capítulo 3 

  Sequenciamento massivo e busca de DNAs satélites em cromossomos B de 

Characidium sp. aff. C. vidali 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



8 

 

3.1 Capítulo 1 

 

 Investigações citomoleculares no genoma de Characidium sp. aff. C. vidali 

(Characiformes, Crenuchidae) 

 

Introdução 

 Characidium é considerado o gênero mais especioso dentro da família 

Crenuchidae, com aproximadamente 65 espécies descritas (Buckup e Van der Sleen 

2017). Estes peixes estão amplamente distribuídos pela região Neotropical, desde o leste 

do Panamá até o nordeste da Argentina (Buckup 2003), e devido às suas características 

ecológicas, é comum se restringirem a pequenos tributários (Carasmaschi 1986). 

Geralmente formam populações pequenas e isoladas em cabeceiras de riachos (Maistro 

et al. 1998), e como estes ambientes geralmente apresentam altitudes elevadas e fluxo 

intenso de água, e as chances destes peixes apresentarem especiação alopátrica ou elevado 

grau de endemismo são grandes (Buckup 2003, 2011). Tais fatores podem ter impacto 

direto na evolução da estruturação cariotípica das populações de Characidium, 

principalmente no que diz respeito à composição da microestrutura dos cromossomos.   

Do ponto de vista citogenético, Characidium é um grupo estável, com o número 

diploide de 2n = 50 cromossomos (meta e submetacêntricos), comum a maioria das 

espécies.  Embora, alguns trabalhos tenham identificado variações na estrutura cariotípica 

de algumas populações como a ocorrência de cromossomos sexuais heteromórficos 

ZZ/ZW (Maistro et al. 1998, 2004; Centofante et al. 2001, 2003; Noleto et al. 2009; 

Pansonato-Alves et al. 2014), presença de cromossomos supranumerários (Maistro et al. 

1998; Pansonato-Alves et al. 2010, 2011a, 2011b, 2014; Serrano et al. 2017), distribuição 

de sequências de DNA repetitivo (Vicari et al. 2008; Machado et al. 2011; Pansonato-

Alves et al. 2011a, 2014; Scacchetti et al. 2014, 2015a; Serrano et al. 2017; Pucci et al. 

2018) e ocorrência de triploidia natural (Centofante et al. 2001; Pansonato-Alves et al. 

2011b). Essas diferenças cariotípicas observadas entre as populações fazem de 

Characidium um interessante grupo para estudos citogenéticos, pois rearranjos na 

microestrutura dos cromossomos podem estar ocorrendo e se fixando nas populações 

devido as suas características biológicas. 

Como já se sabe, o genoma dos eucariontes é composto por grande quantidade de 

sequências repetitivas, e o mapeamento físico assim como o conhecimento da 

organização molecular dessas porções tem contribuído para estudos que busquem 
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entender melhor as diferenças estruturais que ocorrem nos cariótipos de muitas espécies 

de peixes (López-Flores e Garrido-Ramos 2012; Cioffi e Bertollo 2012). O acúmulo 

destes elementos repetitivos em regiões específicas do genoma, podem levar à quebras, 

inversões, deleções e amplificações nos cromossomos (Lim e Simmons 1994; Dimitri et 

al. 1997; Raskina et al. 2008), e isso pode refletir diretamente na macro e/ou 

microestruturação cariotípica de uma espécie ou população.  

Assim, o presente trabalho teve como objetivo investigar os padrões de 

distribuição de sequências teloméricas, histonas e microssatélites no genoma de 

Characidium sp. aff. C. vidali, visando compreender a relação dessas porções repetitivas 

com a estruturação cariotípica da população, e a partir disso agregar informações para a 

construção de um mapa citogenético que ilustre a história evolutiva dos cariótipos dos 

peixes do gênero Characidium. 

 

Materiais e Métodos 

Os procedimentos para coleta, manutenção e análise dos peixes foram efetuados 

de acordo com as normas do Conselho Nacional de Controle da Experimentação Animal 

(CONCEA), com aprovação da Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) – 

Protocolo nº 971 – CEUA – Universidade Estadual Paulista “Júlio de Mesquita Filho”. 

 

Amostragem e experimentos de citogenética clássica 

Foram analisados 23 espécimes de Characidium sp. aff. C. vidali (10 fêmeas e 13 

machos) provenientes do Córrego Bananeiras, bacia do Rio São João, município de Silva 

Jardim - RJ (S 22°28’51,8” W 42°23’39”). O local de coleta está amostrado na Figura 1 

(a, b, c, d). Todos os exemplares foram identificados e depositados na coleção de peixes 

do Laboratório de Biologia e Genética de Peixes de Botucatu, São Paulo, Brasil. A Figura 

2 ilustra um exemplar da espécie em estudo. 
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Figura 1: Amostragem do ponto de coleta dos espécimes de Characidium sp. aff. C. vidali utilizados no 

presente trabalho (a, b, c, d). 

 

 

 

 

Figura 2: Exemplar de Characidium sp. aff. C. vidali utilizado no presente estudo. 

 

 

Os cromossomos mitóticos foram obtidos a partir de suspensões celulares, com a 

retirada do rim anterior dos animais, seguindo Foresti et al. (1981). A classificação dos 

cromossomos e o bandamento C foram de acordo com Levan (1964) e Sumner (1972), 

respectivamente. 
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Extração do DNA genômico  

O DNA genômico foi obtido a partir de amostras de tecido de fígado de 16 

exemplares de Characidium sp. aff. C. vidali preservadas em etanol, utilizando-se o Kit 

Wizard Genomic DNA Purification (PROMEGA), conforme instruções do fabricante. 

Preparação das sondas 

As três sondas utilizadas no presente estudo foram obtidas pela técnica de PCR 

(Reação em Cadeia da Polimerase), a partir do DNA genômico de um exemplar de 

Characidium sp. aff. C. vidali. Para a obtenção das sondas de histonas H3 e H4 foram 

utilizados os primers H3F (5’-ATGGCTCGTACCAAGCAGACVGC-3’) e H3R (5’-

ATATCCTTRGGC ATRATRGTGAC-3’) (Colgan et al. 1998) e H4F-2S (5’-

TSCGIGAYAACATYCAGGGIATCAC-3’) e H4F-2er (5’-

CKYTTIAGIGCRTAIACCACRTCCAT-3’) (Pineau et al. 2005), respectivamente. Para 

a amplificação da sonda telomérica foram utilizados os primers (TTAGGG)5 e 

(CCCTAA)5 (Ijdo et al. 1991). 

A marcação das sondas foi realizada por PCR, sendo H3 e telomérica marcadas 

com Biotin-16-dUTP (Roche), enquanto H4 foi marcada com Digoxigenin-11-dUTP 

(Roche). Já as sondas de oligonucleotídeos contendo as sequências dos microssatélites 

(CA)15, (GA)15, (CG)15 e (TTA)10 foram marcadas diretamente com TAMRA pela 

Sigma, como descrito por Kubat et al. (2008). 

 

Hibridação Fluorescente in situ (FISH)  

O mapeamento físico das sondas foi realizado em lâminas de machos e fêmeas de 

Characidium sp. aff. C. vidali, seguindo o proposto por Pinkel et al. (1986). 

Primeiramente, as lâminas foram incubadas em RNAse (50ug/ml) à 37ºC durante 1 hora, 

e o tempo de denaturação do DNA em formamida 70%/2xSSC foi de 5 minutos à 70ºC. 

O mix de hibridação foi montado com formamida 50%, 2xSSC, sulfato dextrano 10% e 

sonda (s), com tempo de denaturação de 10 minutos à 95ºC.  Foram adicionados 30ul 

deste mix por lâmina, que foram incubadas overnight à 37ºC. As lavagens de pós 

hibridação foram de acordo com as sondas usadas: (i) o double-FISH com sondas de 

H3/H4 e o FISH com a sonda telemérica foram lavadas em 0,4xSSC/0,3% Triton por 5 

minutos à 73ºC, em seguida com 2xSSC/0,1% Triton por 30 segundos à RT, bloqueadas 

em tampão 5% NFDM/4xSSC por 15 minutos à RT e novamente lavadas com Triton 

0,5%/4xSSC. As detecções destas sondas foram feitas com avidin-FITC (histona H3 e 
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Telomérica) e anti-digoxigenin-rhodamina (histona H4); (ii) as lâminas marcadas com 

oligonucleotideos foram lavadas com 2xSSC por 5min à RT, e depois em PBS 1x por 

1min também à RT. Todas as lâminas foram coradas com DAPI (Vector Laboratories, 

Burlingame, Calif, USA), analisadas em fotomicroscopio optico (Olympus BX61) e as 

imagens, obtidas a partir do software mage Pro Plus 6.0 (Media Cybernetics, Rockville, 

Md. USA). 

 

Resultados 

Estruturação cariotípica e Bandamento C 

Todos os exemplares de Characidium sp. aff. C. vidali analisados no presente 

estudo mostraram número diploide de 2n = 50 cromossomos, divididos em 32m + 18sm 

(Figura 3). A espécie apresentou também cromossomos B, que embora mitoticamente 

instáveis (variação de 1 a 4 por célula), estiveram presentes em todas as células de todos 

os indivíduos analisados. Estes supranumerários foram classificados morfologicamente 

como micro acrocêntricos, e nenhuma diferença entre a presença deles foi observada entre 

os cariótipos de machos e fêmeas da espécie (Figura 3, box). 

Os homólogos do par dois foram classificados como cromossomos ligados ao 

sexo, sendo nos machos dois metacêntricos de mesmo tamanho (ZZ) e nas fêmeas um 

metacêntrico (Z) e um submetacêntrico (W), ambos de médio tamanho (Figura 3). 

O bandamento C revelou blocos heterocromáticos acumulados em porção 

centromérica de todos os cromossomos de Characidium sp. aff. C. vidali, além de 

marcações próximas a região terminal de alguns pares. Adicionalmente, um bloco 

conspícuo de heterocromatina constitutiva foi observado na região pericentromérica do 

braço longo do cromossomo Z, enquanto o cromossomo W se mostrou completamente 

heterocromático. Todos os supranumerários presentes na espécie também foram 

considerados totalmente heterocromáticos (Figura 3b e d). 
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b 

c 

a 

d 

Figura 3: Cariótipos de Characidium sp. aff. C. vidali. Colocaração com Giemsa e bandamento C sequencial em fêmea (a); (b) e macho (c); (d). Os cromossomos B 

presentes nas espécimes estão destacados nos boxes.   
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Mapeamento físico de sondas de DNA repetitivo  

A técnica de FISH mostrou as sequências de histonas H3 (verde) e H4 (vermelho) 

clusterizadas em sintenia na região pericentromérica do braço curto no par 10 de 

Characidium sp. aff. C. vidali (Figura 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4: Metáfase de Characidium sp. aff. C. vidali após double-FISH com sonda de histona H3 (verde) 

e H4 (vermelho). Os asteriscos destacam o par 10 marcado com a sintenia.  

 

Já o mapeamento físico dos quatro microssatélites (CA)15, (CG)15, (GA)15 e 

(TTA)15 mostrou um acúmulo preferencial dessas sequências pelas regiões 

subteloméricas dos cromossomos do complemento A, não havendo diferenças entre as 

marcações dos cariótipos de machos e fêmeas. Em adição, os supranumerários 

apresentados pela espécie mostraram evidentes marcações dos quatro motifis (Figura 5a, 

b, c, d). 

 

 

 

* 

* 
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Figura 5: Experimentos de hibridação in situ fluorescente com quatro motifis de microssatélites em 

metáfases de Characidium sp. aff. C. vidali. Em destaque estão os cromossomos B presentes na 

espécie. 
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Quanto as marcações com sonda telomérica (TTAGGG)n, Characidium sp. aff. 

C. vidali mostrou sinais de hibridação nas porções terminais de todos os cromossomos do 

cariótipo, incluindo os supranumerários (Figura 6a). Adicionalmente, sítios ITSs (em 

regiões pericentroméricas de quatro pares cromossômicos) e double-ITSs (em porções 

intesticias do braço curto de dois pares cromossômicos) foram também observados no 

cariótipo em estudo (Figura 6a). A técnica de bandamento C sequencial a FISH mostrou 

que essas regiões dos ITSs (Sítios Teloméricos Intersticiais) foram coincidentes com 

blocos de heterocromatina constitutiva, enquanto as marcações de double-ITS foram 

banda C negativas (Figura 6a, b). Já os cromossomos B apresentaram as marcações de 

(TTAGGG)n apenas nas porções terminais, e são totalmente heterocromáticos como 

revelado pela técnica de bandamento C (Figura 6a,b). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Discussão 

 No presente estudo, a estrutura cariotípica apresentada por todos os espécimes de 

Characidium sp. aff. C. vidali foi a mesma já descrita por Scacchetti et al. (2015b), com 

número diploide de 50 cromossomos (32m + 18sm), heteromorfismo sexual do tipo 

ZZ/ZW e presença de cromossomos B variando de 1 até 4 por célula. Em geral, os peixes 

do gênero Characidium são conhecidos por apresentar um cariótipo bastante conservado, 

com 2n = 50 cromossomos, divididos em metacêntricos e submetacêntricos. A ocorrência 

de cromossomos sexuais heteromórficos ZZ/ZW (Maistro et al. 1998, 2004; Centofante 

Figura 6: Metáfase de Characidium sp. aff. C. vidali após hibridação in situ fluorescente com sonda 

telomérica (TTAGGG)n (a) e bandamento C sequencial (b). As setas indicam os sítios ITS (Intersticial 

Telomeric Sites) e os arteriscos destacam as marcações dos double-ITS. B = cromossomos B; Z, W = 

cromossomos sexuais. 
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et al. 2001, 2003; Noleto et al. 2009; Pansonato-Alves et al. 2014), presença de 

cromossomos supranumerários (Maistro et al. 1998; Pansonato-Alves et al. 2010, 2011a, 

2011b, 2014; Scachetti et al. 2015b; Serrano et al. 2017), variação da distribuição de 

sequências de DNA repetitivo (Vicari et al. 2008; Machado et al. 2011; Pansonato-Alves 

et al. 2011a, 2014; Scacchetti et al. 2014, 2015a; Serrano et al. 2017; Pucci et al. 2018) e 

ocorrência de triploidia natural (Centofante et al. 2001; Pansonato-Alves et al. 2011b), 

são características particulares já observadas em algumas espécies de Characidium. Essas 

características podem ser consequência da ecologia destes peixes, que tendem a formar 

populações pequenas e isoladas em cabeceiras de riachos (Caramaschi 1986; Maistro et 

al. 1998), ocorrendo maior probabilidade de rearranjos cromossômicos se fixarem na 

população. 

Nossos resultados de bandamento C também corroboram Scacchetti et al. (2015b), 

com a presença dos blocos heterocromáticos concentrados na região centromérica de 

todos os cromossomos da espécie, o bloco conspícuo no braço longo que caracteriza o 

cromossomo Z, e o cromossomo W totalmente heterocromático, assim como todos os 

cromossomos B presentes. O mapeamento físico com sondas de histonas H3 e H4 

mostrou que, em Characidium sp. aff. C. vidali estes genes estão colocalizados no braço 

curto do par 10, o que também foi observado por Pucci et al. (2018) em uma população 

de Characidium zebra e uma população de Characidium gomesi (ambas do riacho Paiol 

Grande), enquanto na população de Characidium gomesi oriunda do Rio São João os 

autores encontraram os dois clusters juntos no braço curto do par 5. Adicionalmente, 

Serrano et al. (2017) já haviam evidenciado a histona H3 também clusterizada no par 10 

de Characidium alipioi, porém, a marcação foi observada no braço longo. Os genes 

histonas (H1, H2A, H2B, H3 e H4) formam uma complexa família multigênica, 

codificante de proteínas básicas (Eirín-López et al 2009), porém em peixes a organização 

dessas sequências ainda é pouco estudada, sendo alguns destes genes descritos como 

conservados em alguns grupos, como H1 em Astyanax (Hashimoto et al. 2011) e 

Pseudoplatystoma (Hashimoto et al. 2013), H3 em Hypostomus (Pansonato-Alves et al. 

2013) e H1, H3, H4 em Astyanax bockmanni (Silva et al. 2013). Em Characidium, o que 

se pode observar é que os genes de histona H3 e H4 tendem a estar colocalizados, e 

geralmente no par 10, e as variações observadas em C. alipioi (Serrano et al. 2017) e C. 

gomesi – população do Rio São João (Pucci et al. 2018), são consequências de rearranjos 

estruturais nestes cromossomos. Tais evidências agregam informações para o que se tem 

discutido sobre o cariótipo do gênero Characidium, que embora estes peixes mantenham 
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uma macroestrutura bem conservada, a microestrutura cromossômica pode se alterar 

dentro das populações e/ou espécies. 

 Os quatro microssatélites mapeados no presente estudo mostraram padrões de 

marcações bastante similares no cariótipo de Characidium sp. aff. C. vidali, e o acúmulo 

preferencial dessas sequências pelas porções subteloméricas da maioria dos cromossomos 

já foi observada não apenas dentro do gênero (Scacchetti et al. 2015a; Serrano et al. 2017), 

como em outros Characiformes (Cioffi et al. 2011, 2012; Poltronieri et al. 2013; Terencio 

et al. 2013), podendo representar o padrão comum do grupo. Na maioria dos eucariontes, 

a distribuição dos microssatélites ocorre de forma não randômica, e por serem sequências 

altamente repetitivas, têm facilidade de se acumular em regiões heterocromáticas do 

genoma, onde a taxa de crossing-over é reduzida (Lohe et al. 1993; Cuadrado e Jouve 

2011; Pathak e Ali 2012). Em Characidium sp. aff. C. vidali, as regiões do complemento 

A marcadas pelos sítios SSR são banda C negativas, pois como já é conhecido da maioria 

dos characidiuns, o acúmulo de heterocromatina constitutiva está nas porções 

centroméricas e/ou pericentroméricas (Miyazawa et al. 1994), diferentemente dos 

cromossomos B deste estudo, que apresentaram clusters bem evidentes dos quatro 

motifis, e são cromossomos totalmente heterocromáticos.  

O acúmulo de sequências repetitivas no genoma, pode conferir mudanças 

estruturais nos cromossomos e o mapeamento dessas regiões no DNA pode proporcionar 

informações sobre a origem, estruturação, organização e até mesmo função de 

cromossomos específicos (Ruiz-Ruano et al. 2014). Nesse sentindo, muitos trabalhos têm 

tentado investigar a localização de sequências de microssatélites em cromossomos 

ligados ao sexo, com o intuito de compreender sobre a participação desses repetitivos no 

processo de diferenciação dos cromossomos (Kubat et al. 2008; Poltronieri et al. 2013; 

Ziemniczak et al. 2014; Scacchetti et al. 2015a, b). No caso de Characidium sp. aff. C. 

vidali o acúmulo dos quatro motifis destacou os cromossomos B da espécie, o que pode 

ser explicado pela baixa taxa de recombinação destes supranumerários, e como já dito 

anteriormente, pelo fato de serem totalmente heterocromáticos (Cuadrado e Jouve 2011; 

Lohe et al. 1993). Porém, estes mesmos motifis foram mapeados em Characidium gomesi 

(Scacchetti et al. 2015a), assim como sequências de (CA)15 e (GA)15 em C. alipioi 

(Serrano et al. 2017), e embora as duas espécies também sejam portadoras de 

cromossomos B (heterocromáticos), não foram observados clusters de nenhum 

microssatélite em seus supranumerários. Isso indica que os cromossomos B das três 

espécies diferem quanto ao grau de enriquecimento heterocromático, e provavelmente em 
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Characidium sp. aff. C. vidali os quatro motifis tenham se acumulado após o 

estabelecimento dos supranumerários no cariótipo da população.  

A distribuição dos microssatélites pelo genoma de uma população pode ser 

atribuída a diferentes eventos como: crossing-over desigual, recombinação ectópica, 

reparo de DNA ou slippage e elementos transponíveis (Dover 1993; McMurray 1995; 

Hancock 1996, Ruiz-Ruano et al. 2014). No caso de Characidium, acreditamos que o 

espalhamento dos microssatélites ocorreu por recombinação ectópica, pois Pucci et al. 

(2018) mapearam elementos transponíveis em algumas espécies do gênero, e observaram 

um baixo acúmulo dessas sequências nos genomas. Adicionalmente, o padrão similar de 

marcação dos microssatélites nas regiões subterminais dos cromossomos de 

Characidium, pode ser mais uma evidência da homogeneidade macroestrutural dos 

cariótipos.  

No genoma dos vertebrados a localização das sequências teloméricas também 

agrega conhecimento sobre a estruturação cromossômica das espécies. Tais sequências 

são constituídas por seis nucleotídeos (TTAGGG)n que se repetem em tandem (Meyne et 

al. 1990; Guerra et al. 2004), e o presente estudo mostra pela primeira vez o mapeamento 

físico destes sítios em Characidium sp. aff. C. vidali. Os resultados apresentaram 

marcações da sonda telomérica na região terminal de todos os cromossomos da espécie, 

incluindo os supranumerários, e isso pode ajudar a explicar porque estes cromossomos 

extras estiveram presentes (mesmo com variação numérica) em todas as células 

analisadas. Provavelmente estes cromossomos já estejam bem estabelecidos nessa 

população de Characidium, e a presença das sequências teloméricas confira integridade 

a eles, protegendo de possíveis danos ao seu DNA, como é a função dos telômeros 

(Zakian 1995; de Lange 2005; Palm e de Lange 2008; Luke e Lingner 2009; Chan e 

Chang 2010; Feuerhahn et al. 2010; O’Sullivan e Karlseder 2010). 

Adicionalmente, as marcações de sítios teloméricos observadas em regiões 

pericentroméricas do cariótipo de Characidium sp. aff. C. vidali são conhecidas por sítios 

teloméricos intersticiais (ITS), e também já foram encontrados em outras espécies do 

gênero (Scacchetti et al. 2014), embora o número de homólogos marcados não seja o 

mesmo entre as espécies. Após bandamento C, essas regiões cromossômicas (ITS – sítios 

teloméricos intersticiais) mostraram blocos heterocromáticos conspícuos na espécie em 

estudos, e de acordo com Ruiz-Herrera et al. (2008) essa colocalização pode ser chamada 

de het-ITS. Quando os sítios teloméricos são marcados em regiões enriquecidas por 

heterocromatina constitutiva, são capazes de se comportar como componentes de DNA 
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satélites, contribuindo para o espalhamento dessas sequências em regiões cromossômicas 

mais internas (Pagnozzi et al. 2000, 2003; Metcalfe et al. 2004; Scacchetti et al. 2014). 

Isso explica a diferença quanto ao número de ITS presentes na espécie em estudo e as seis 

espécies de Characidium estudadas por Scacchetti et al. (2014) 

Outro ponto interessante, são as marcações de double-ITS presentes no genoma 

de Characidium sp. aff. C. vidali. Tais marcações podem ser consequência de uma ação 

da enzima telomerase e/ou transposição de fragmentos teloméricos para reparar possíveis 

quebras na dupla-fita de DNA (Nergadze et al. 2007). Como a espécie do presente estudo 

apresentou os sítios ITS marcados em regiões heterocromáticas (que são consideradas 

“hot spots”), isso facilitaria a ocorrência de quebras cromossômicas (Ashley e Ward 

1993), porém, como um mecanismo de “manutenção”, a enzima telomerase pode ter 

adicionado sequências de (TTAGGG)n intersticialmente no braço longo dos mesmos 

homólogos, para evitar que rearranjos estruturais modifiquem a macroestrutura 

cariotípica da espécie.  

Desde os relatos de Meyne et al. (1990), muitos estudos têm buscado identificar e 

compreender melhor a dispersão de sequências teloméricas localizadas internamente nos 

cromosssomos dos organismos (Pagnozzi et al. 2000, 2003; Bolzan e Bianchi 2006; Lin 

e Yan 2008; Ruiz-Herrera et al. 2008; Cioffi et al. 2010b; Scacchetti et al. 2014). 

Geralmente, esses sítios são resquícios de rearranjos cromossômicos: fissões, fusões, 

translocações ou inversões, e tais eventos podem modificar a estrutura cariotípica do 

táxon (Holmquist e Dancis 1979; Hastie e Allshire 1989; Meyne et al. 1990; Pagnozzi et 

al. 2003; Cioffi et al. 2010), porém, em alguns casos ocorre a variação do número e 

estrutura cromossômica, sem evidências de sítios ITS, e isso indica que as sequências de 

(TTAGGG)n  foram eliminadas durante a evolução do genoma (Ocalewicz et al. 2013).  

Para Characidium fica evidente que as marcações teloméricas intersticiais não 

evidenciam rearranjos cromossômicos estruturais, já que o gênero é conhecido por manter 

um cariótipo macroestruturalmente homogênio. Nas investigações de Scacchetti et al. 

(2014), os autores propõem que as espécies de Characidium com sítios ITS pertencem à 

um pequeno grupo relacionado filogeneticamente, e o espalhamento dessas marcações 

dentro dos genomas seria consequência de eventos de transposição e/ou recombinação 

ectópica. Nossos resultados em relação ao mapeamento físico das sequências teloméricas 

em Characidium sp. aff. C. vidali foram bem semelhantes aos apresentados pelas espécies 

do grupo monofilético em Scacchetti et al. (2014). 
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Com base em tudo o que foi exposto no presente trabalho, o mapeamento físico 

de diferentes sequências repetitivas resultou em novas informações para comparação 

genômica sobre a estruturação cariotípica dessa espécie de Characidium. Além disso, 

essas novas informações irão agregar quanto a evolução cariotípica dos peixes 

pertencentes a este gênero, pois de acordo com nossos resultados, muitos eventos estão 

ocorrendo e modificando sua microestrutura genômica, porém, a macroestrutura 

cromossômica continua se mantendo. 
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3.2 Capítulo 2 

 

Ferramentas citomoleculares e filogenéticas indicam origem interespecífica de 

cromossomos B de Characidium sp. aff. C. vidali 

 

Introdução 

É comum aos peixes do gênero Characidium apresentar um cariótipo bastante 

conservado, tanto em relação ao número diploide, quanto à fórmula cariotípica 

(Miyazawa & Galetti 1994; Maistro et al. 1998, 2004; Centofante et al. 2001, 2003; Silva 

e Maistro et al. 2006; Vicari et al. 2008; Noleto et al. 2009; Pansonato-Alves et al. 2010a, 

2010b, 2011, 2014; Scacchetti et al. 2015a, 2015b, Serrano et al. 2017, 2019). Alguns 

trabalhos têm reportado espécies de Characidium ocorrendo em simpatria, 

compartilhando da macroestrutura cromossômica comum ao grupo, porém, diferindo em 

algumas características cariotípicas microestruturais, como por exemplo: presença e/ou 

ausência de sistema sexual e de cromossomos B, estruturação dos blocos 

heterocromáticos e marcação dos sítios das regiões organizadoras de nucléolos 

(Centofante et al. 2001, 2003; Silva e Maistro 2006; Pansonato-Alves et al. 2010; 

Scacchetti et al. 2015). Recentemente, Serrano et al. (2019) descreveram dois morfotipos 

de C. alipioi em condição simpátrica no rio Paraíba do Sul, e embora apresentassem 

características citogenéticas muito semelhantes, análises filogenéticas moleculares 

mostraram se tratar de duas espécies distintas. 

Espécies de Characidium são comuns em cabeceiras de riachos, e como 

geralmente constituem populações pequenas e isoladas, aumentam as chances de ocorrer 

especiação alopátrica. Consequentemente, eventos como captura de cabeceiras de riachos 

explicam os casos de simpatria entre as espécies (Poveda-Martinez et al. 2016; Pucci et 

al. 2014). Scacchetti et al. (2015b) reportaram C. vidali e Characidium sp. aff. C. vidali 

coexistindo em um riacho de Silva Jardim, Rio de Janeiro, porém, apenas a segunda 

espécie apresentou cromossomos B em seu cariótipo.  

Os cromossomos B são também conhecidos como supranumerários, e 

considerados elementos extras ao complemento padrão A (Camacho et al. 2000). Estes 

cromossomos se caracterizam por apresentarem um caminho evolutivo próprio, pois não 

seguem as leis de herança Mendeliana e não se recombinam com os cromossomos do 

complemento A (Camacho et al. 2000). Devido ao seu comportamento meiótico 

incomum, e por serem de natureza dispensável ao genoma, os cromossomos B foram 
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caracterizados como parasitas genéticos, sem conferir vantagem ao hospedeiro (Camacho 

et al. 2005). Porém hoje já se sabe que cromossomos B podem estar associados à 

fertilidade (Camacho et al. 2000), conferir resistência a antibióticos e aumentar a 

patogenicidade, como no fungo Nectria haematococca (Coleman et al. 2009), ou ainda a 

frequência dos supranumerários estar associada com o sexo em ciclídeos (Yoshida et al. 

2011).  

Já foram observados em fungos, plantas e animais (Navas-Castillo et al 1985; 

Alfenito e Birchler 1993; Covert 1998), e muitos trabalhos tentam compreender como 

estes cromossomos se originam, como evoluem no genoma hospedeiro e se há 

compartilhamento de sequências com o complemento A (Camacho et al. 2000; Bugrov et 

al. 2007). Em peixes, diferentes espécies já foram descritas portando cromossomos B em 

seus cariótipos, e compondo o DNA destes supranumerários autores já observaram desde 

sequências de DNA satélites, genes ribossomais, elementos transponíveis, além de genes 

histonas (Paus e Bertolo 1983; Mestriner et al. 2000; Artoni et al. 2006; Poleto et al. 2010; 

Fantinatti et al. 2011; Ziegler et al. 2003; Hashimoto et al. 2012; Silva et al. 2014; 

Utsunomia et al. 2016).  

Dentro do gênero Characidium ainda são poucas as espécies descritas portando 

cromossomos B (Miyazawa e Galetti 1994; Maistro et al. 1998; 2004; Pansonato-Alves 

2010; Pansonato-Alves et al. 2011; Scacchetti et al 2015b; Serrano et al. 2017, 2019). 

Como estes cromossomos reportaram diferenças quanto à morfologia e acúmulo de 

heterocromatina constitutiva, Pansonato-Alves et al. (2014) propuseram que neste grupo 

de peixes a origem dos supranumerários tenha ocorrido de maneira independente em cada 

população. Alguns autores conseguiram aprofundar seus estudos e mostraram que dentro 

de Characidium os cromossomos B podem ter tanto origem intraespecífica como em C. 

gomesi, C. pterostictum (Pansonato-Alves et al. 2014) e C. alipioi (Serrano et al. 2017), 

quanto interspecífica, como em C. oiticiai (Pansonato-Alves et al. 2014).  

Assim, o presente trabalho teve como objetivo principal investigar a possível 

origem dos cromossomos B na espécie Characidium sp. aff. C. vidali. 

 

Materiais e Métodos 

Os procedimentos para coleta, manutenção e análise dos peixes foram efetuados 

de acordo com as normas do Conselho Nacional de Controle da Experimentação Animal 
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(CONCEA), com aprovação da Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) – 

Protocolo nº 971 – CEUA – Universidade Estadual Paulista “Júlio de Mesquita Filho”. 

 

Extração, amplificação e sequenciamento de DNA  

O DNA genômico foi obtido a partir de amostras de tecido de fígado de 20 

exemplares de Characidium sp. aff. C. vidali) preservadas em etanol, utilizando-se o Kit 

Wizard Genomic DNA Purification (PROMEGA), conforme instruções do fabricante. A 

relação dos táxons analisados com informações de vouchers e localidades encontram-se 

na Tabela Anexo 1. 

Para identificação molecular das amostras de Characidium sp. aff. C. vidali, foi 

realizada amplificação por PCR do fragmento do gene citocromo oxidase c subunidade I 

(COI), utilizando os primers Fish-F1 e FishR1 (Ward et al. 2005). A reação de PCR foi 

montada utilizando: 1,25µl 10x PCR Buffer, 0,5µl MgCl2 (50mM), 0,5µl dNTP mix, 

0,25µl de cada primer (10mM), 1,0µl de DNA da espécie, 0,2µl de Taq polimerase PHT 

e 11,20µl de H20 destilada, com um volume final de 15,1µl. O programa utilizado para 

essa reação foi de 3 min à 95ºC (denaturação inicial), 30s à 95ºC (denaturação), 45s à 

52ºC (anelamento), 1min à 68ºC (extensão), e 10min à 68ºC (extensão final). Os 

fragmentos amplificados foram observados em gel de agarose 1%, e em seguida 

purificados com ExoSap-IT (USB Corporation). Os fragmentos foram sequenciados 

utilizando BigDye Terminator Cycle Sequencing Standard Version 3.1 Kit (Applied 

Biosystems) em um sequenciador automático ABI 3130-Genetic Analyzer (Applied 

Biosystems), na Universidade Estadual Paulista, Botucatu, Brasil.  

O programa Geneious v4.8.5 (Kearse et al. 2012) foi utilizado para construir e 

editar as sequências consensos. Posteriormente, foi realizado um BLASTn 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov) de cada sequência para uma identificação inicial das 

espécies.  

 

Alinhamento e análise de distância genética 

Após a identificação molecular dos 20 espécimes de Characidium sp. aff. C. 

vidali, essas sequências foram incorporadas à maior matriz de barcoding de Characidium 

já publicada com 121 táxons (Serrano et al. 2019). Foram adicionadas à esta matriz mais 

quatro sequências de Characidium obtidas no GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov): 

C. timbuiense (KM229365), C. serrano (KM229364), ambas obtidas por Scacchetti et al. 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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(2014), C. lanei (KF914702) obtida por Pansonato-Alves et al. (2014) e C. vidali 

(KM229367) obtida por Scacchetti et al. (2015). A matriz final (146 táxons; 552 pb) foi 

alinhada com o algoritmo Muscle (Edgar 2004) implementado no Geneious v4.8.5 

utilizando parâmetros em default. 

 Para verificar o índice de saturação dos nucleotídeos, foi utilizado o software 

DAMBE v7 (Xia 2018). O cálculo das distâncias genéticas foi realizado no MEGA v7.0 

(Kumar et al. 2016), onde as sequências foram divididas em grupos de espécies, e 

utilizando o modelo Kimura-2-Parâmetros (K2P) com 1000 pseudoréplicas de bootstrap. 

Os 18 grupos representando espécies ou linhagens foram ordenados baseados nas 

topologias obtidas pela análise de distância. Foram obtidas a distância média (entre todas 

as espécies), distância interespecífica (entre os grupos de espécies) e distância 

intraespecífica (entre os indivíduos de cada grupo). Finalmente, foi construída uma árvore 

de neighbor-joining (NJ) com 1000 pseudoréplicas de bootstrap utilizando o programa 

MEGA v7.0. 

Análise de máxima verossimilhança  

 Para obtenção da melhor árvore de máxima verossimilhança, foi utilizado o 

RAxML PTHREADS–SSE3, implementado no RAxML v8.019 (Stamatakis 2014). Essas 

análises foram executadas no super-servidor Brycon do Instituto de Biociências, UNESP 

Botucatu. Foram realizadas cinco inferências na matriz original para obtenção da melhor 

árvore de máxima verossimilhança, usando o modelo GTRGAMMA (Stamatakis et al. 

2008), e pseudoréplicas de bootstrap não paramétricas, através do autoMRE, com base 

no critério de bootstopping (Pattengale et al. 2009), o que resultou em um total de 500 

pseudoréplicas. Ao final, foi realizada uma reconciliação, onde os valores de bootstrap 

foram adicionados à melhor árvore obtida. Para a visualização da topologia consenso foi 

utilizado o programa FigTree v1.4.3.  

 

Análises citomoleculares 

Microdissecção e preparação das sondas dos cromossomos B 

A microdissecção dos cromossomos B foi realizada com o auxílio de um 

micromanipulador Eppendorf TransferMan NK2, acoplado a um microscópio Zeiss 

Axiovert 100, a partir de uma preparação citogenética de um indivíduo fêmea de 

Characidium. sp. aff. C. vidali. Foram preparadas duas sondas, para a primeira foi isolado 
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apenas um microcromossomo B, e a sonda produzida a partir dele foi nomeada CvB. Já 

para a outra sonda, foram isolados 8 microcromossomos B (pool), e essa segunda sonda 

produzida foi chamada de CvBp. O protocolo utilizado para a microdissecção foi de 

acordo com Mühlmann et al. (1995), com pequenas adaptações, e para a amplificação 

inicial dos cromossomos microdissecados foi utilizado o Kit GenomePlex Single Cell 

Whole Genome Amplification WGA4-Sigma (Gribble et al 2004). As sondas (CvB e 

CvBp) foram marcadas com digoxigenin-11-dUTP (Roche Apllied Science), com o Kit 

Genome Plex Whole Genome Amplification Reamplification WGA3-Sigma, de acordo 

com o fabricante. 

Pintura cromossômica com sonda CvBp 

A técnica de Hibridação in situ Fluorescente foi conduzida de acordo com o 

protocolo de Pinkel et al. (1986). A pintura cromossômica com sonda de CvBp foi 

realizada em lâminas de Characidium sp. aff. C. vidali, C. alipioi, C. gomesi, C. vidali, 

C. pterostictum, C. timbuiense e C. serrano.  

As lâminas passaram por uma lavagem inicial em PBS 1x (5 minutos – à 

temperatura ambiente) e desidratação em série alcoólica. Em seguida foram incubadas 

em RNAse (5ug/ml) à 37ºC durante 1 hora. Foram também tratadas com pepsina 

0,005%/HCl 10mM (10 minutos) à 37º, lavagem em PBS 1x à temperatura ambiente (5 

minutos) e fixadas em formaldeído 1%/PBS 1x/MgCl2 50mM (10 minutos) à temperatura 

ambiente. Então, foram novamente lavadas em PBS 1x (5 minutos), desidratadas em série 

alcoólica e denaturadas em formamida 70%/2xSSC por 5 minutos. Simultaneamente, o 

mix de hibridação (sulfato dextrano 10%, formamida 50%, 20xSSC, sonda e água foi 

denaturado à 95º (10 minutos), e ao final, 30µl desse mix foi pingado em cada lâmina, 

que permaneceram incubadas overnight à 37ºC. No dia seguinte, as lâminas foram 

lavadas em 0,4xSSC/0,3% Triton por 5 minutos à 73%, em 2xSSC/0,1% Triton por 30 

segundos à RT, bloqueadas em tampão 5% NFDM/4xSSC por 15 minutos à RT e 

novamnte lavadas em Triton 0,5%/4xSSC. A detecção das sondas foi feita com anti-

digoxigenin-rhodamina; e ao final, todas as lâminas foram coradas com DAPI (Vector 

Laboratories, Burlingame, Calif, USA). Para análise foi utilizado um fotomicroscopio 

optico (Olympus BX61) e as imagens obtidas a partir do software image Pro Plus 6.0 

(Media Cybernetics, Rockville, Md.,USA). 

Após a realização da pintura cromossômica, foi feito bandamento C sequencial, 

para identificação dos cromossomos sexuais e/ou supranumerários das espécies já que os 



27 

 

mesmos apresentam morfologia muito similares (porém, no presente estudo mostramos 

apenas os resultados obtidos em Characidium sp. aff. C. vidali). 

 

Resultados  

Análises moleculares e filogenéticas 

Após a realização do BLASTn das 20 sequências obtidas no presente estudo, 

quatro deram homologia com sequências de Characidium vidali depositadas no GenBank 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov), enquanto dezesseis delas mostraram homologia com 

outras espécies do gênero, indicando a inexistência de sequências dessa espécie 

depositadas, o que dificulta sua identificação. De acordo com os dados citogenéticos 

apresentados no Capítulo 1, os dezesseis exemplares não identificados molecularmente 

no presente estudo apresentaram cromossomos supranumerários mitoticamente instáveis 

em todas as suas células, enquanto no cariótipo dos espécimes aqui identificados como 

C. vidali, apenas 2n = 50 cromossomos foram encontrados (dados não apresentados no 

Capítulo 1). Sendo assim, essas 16 sequências foram nomeadas aqui como Characidium 

sp. aff. C. vidali. A matriz final obtida reuniu 146 táxons e 552 pb (Tabela 1, Anexo). O 

DAMBE não evidenciou saturação, tanto nas transições quanto nas transversões, tanto na 

topologia simétrica (Iss cSym) como na topologia assimétrica (ISS cAsym).  

 A distância total média foi de 0,085, e a distância genética intraespecífica variou 

de 0,000 dentro de Characidium sp. aff. C. vidali, C. vidali, C. shubarti, C. oiticicai e C. 

alipioi A, a 0,011 dentro de C. zebra e C. lagosantense. As espécies Characidium lanei, 

C. serrano e C. timbuiense estiveram representadas apenas por uma sequência em cada 

grupo, portanto sem valores intraespecíficos. Nas distâncias interespecíficas, destacamos 

que entre Characidium sp. aff. C. vidali e C. alipioi A foi de 0,102; entre Characidium 

sp. aff. C. vidali e C. gomesi foi de 0,141; Characidium sp. aff. C. vidali e C. vidali foi 

de 0,105; entre Characidium sp. aff. C. vidali e C. pterostictum foi de 0,022; entre 

Characidium sp. aff. C. vidali e C. timbuiense foi de 0,017 e entre Characidium sp. aff. 

C. vidali e C. serrano foi de 0,020 (Tabela 1). 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Tabela 1. Valores de distância genética entre linhagens de Characidium (diagonal inferior) e valores de desvio padrão (diagonal superior). Em negrito estão representados os 

valores K2P de distância genética intraespecífica. Os grupos foram organizados de acordo com as análises de máxima verossimilhança.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 

1 Crenuchus spirulus - 0,025 0,024 0,024 0,024 0,024 0,023 0,023 0,023 0,024 0,024 0,025 0,023 0,026 0,024 0,024 0,025 0,027 

2 Characidium zebra 0,258 0,011 0,020 0,009 0,015 0,014 0,020 0,019 0,018 0,018 0,019 0,018 0,020 0,020 0,019 0,018 0,018 0,020 

3 Characidium lanei 0,255 0,167 - 0,021 0,019 0,019 0,017 0,018 0,012 0,013 0,011 0,014 0,016 0,019 0,012 0,012 0,011 0,018 

 4 Characidium lagosantense 0,250 0,045 0,173 0,01 0,015 0,014 0,019 0,019 0,018 0,018 0,018 0,017 0,019 0,019 0,019 0,018 0,018 0,018 

5 Characidium rachovii 0,256 0,117 0,161 0,116 0,001 0,014 0,019 0,018 0,018 0,019 0,019 0,020 0,019 0,020 0,019 0,019 0,020 0,018 

6 Characidium xanthopterum 0,257 0,107 0,167 0,105 0,100 0,001 0,019 0,019 0,018 0,018 0,019 0,019 0,019 0,019 0,018 0,019 0,018 0,018 

7 Characidium gomesi 0,230 0,178 0,134 0,172 0,170 0,178 0,002 0,006 0,017 0,017 0,016 0,017 0,019 0,019 0,016 0,017 0,017 0,018 

8 Characidium fasciatum 0,225 0,176 0,140 0,166 0,166 0,178 0,022 0,001 0,017 0,016 0,016 0,017 0,018 0,018 0,017 0,017 0,017 0,017 

9 Characidium shubarti 0,240 0,152 0,080 0,148 0,161 0,162 0,133 0,137 0,000 0,011 0,009 0,011 0,014 0,015 0,010 0,010 0,009 0,015 

10 Characidium lauroi 0,250 0,153 0,081 0,151 0,165 0,167 0,139 0,132 0,057 0,005 0,008 0,006 0,014 0,015 0,007 0,009 0,008 0,015 

11 Characidium pterostictum 0,242 0,159 0,066 0,154 0,172 0,163 0,131 0,132 0,044 0,037 0,004 0,010 0,014 0,015 0,006 0,007 0,006 0,016 

12 Characidium oiticicai 0,263 0,150 0,090 0,149 0,179 0,175 0,145 0,139 0,064 0,017 0,050 0,000 0,014 0,016 0,007 0,009 0,008 0,015 

13 Characidium alipioi B 0,231 0,175 0,114 0,167 0,154 0,164 0,168 0,155 0,097 0,096 0,090 0,100 0,001 0,013 0,014 0,015 0,014 0,015 

14 Characidium alipioi A 0,254 0,177 0,154 0,166 0,179 0,173 0,172 0,165 0,121 0,109 0,105 0,118 0,096 0,000 0,015 0,015 0,014 0,010 

15 Characidium serrano 0,252 0,167 0,072 0,166 0,174 0,163 0,140 0,142 0,052 0,031 0,021 0,034 0,100 0,109 - 0,007 0,006 0,015 

16 Characidium timbuiense 0,249 0,161 0,070 0,156 0,169 0,167 0,140 0,142 0,055 0,044 0,027 0,049 0,106 0,113 0,026 - 0,005 0,016 

17 Characidium sp. aff. C. vidali 0,257 0,159 0,065 0,155 0,176 0,163 0,141 0,142 0,047 0,035 0,022 0,039 0,097 0,102 0,020 0,017 0,000 0,014 

18 Characidium vidali 0,274 0,168 0,140 0,151 0,165 0,154 0,157 0,152 0,109 0,108 0,111 0,116 0,113 0,053 0,115 0,119 0,105 0,000 
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Quanto às duas topologias obtidas, não foram observadas diferenças consideráveis 

em relação a distribuição dos grupos de espécies. A melhor árvore de máxima 

verossimilhança (Figura 1) mostrou que Characidium sp. aff. C. vidali é mais próxima 

do grupo com C. timbuiense e C. serrano e depois com C. pterostictum, C. lanei, C. 

schubarti, C. oiticicai e C. lauroi do que com outras espécies como Characidium alipioi, 

C. gomesi e C. vidali. Adicionalmente, nessa mesma topologia, foram destacadas (em 

azul) as espécies que apresentaram homologia com a sonda CvBp (sonda do pool de 

cromossomos B de Characidium sp. aff. C. vidali), e as espécies que não apresentaram 

essa homologia, foram destacadas em vermelho (Figura 1). Os resultados mostrados com 

a árvore de distância genética corroboram essas informações, e é importante destacar que 

em ambas as topologias, Characidium sp. aff. C. vidali, C. pterostictum, C. timbuiense e 

C. serrano fazerem parte de um grupo monofilético, juntamente com C. lauroi e C. 

oiticicai. (Figura 1, Anexo). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Melhor árvore de máxima verossimilhança com base no gene mitocondrial citocromo oxidase c 

subunidade I. Em vermelho estão destacadas as espécies que não tiveram homologia após pintura 
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cromossômica com a sonda CvBp. Em azul estão destacadas as espécies que tiveram homologia com a 

sonda CvBp. SF = Rio São Francisco, UP = Upper Rio Paraná, LP = Lower Rio Paraná. 

 

Análises citomoleculares 

 As sondas CvB (dados não mostrados) e CvBp utilizadas na pintura cromossômica 

mostraram sinais de clusterização apenas nos cromossomos B de Characidium sp. aff. C. 

vidali, sem nenhuma homologia com os cromossomos ligados ao sexo, ou qualquer outro 

cromossomo do complemento A da espécie (Figura 2a). A técnica de bandamento C  

realizada sequencialmente à pintura, contribuiu para a identificação e confirmação dos 

cromossomos supranumerários e sexuais (Figura 2b).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: Metáfase de Characidium sp. aff. C. vidali após pintura cromossômica com sonda do pool de B 

CvBp (a) e bandamento C sequencial (b). B = cromossomos B; Z, W = cromossomos sexuais.  

 

A pintura cromossômica com a sonda CvBp em Characidium vidali, C. gomesi e 

C. alipioi A mostrou sinais de hibridação dispersos pela porção telomérica de alguns 

cromossomos, não sendo evidenciados sítios de clusterização em nenhum cromossomo 

específico das três espécies (Figura 3a, b, c). Já em C. serrano, C. timbuiense e C. 

pterostictum, além da sonda CvBp também marcar na região dos telômeros da maioria 

dos cromossomos, um cluster na porção pericentromérica do braço longo do par 

acrocêntrico foi evidenciado nas três espécies (Figura 4a, b, c). 
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Figura 3: Metáfases de três espécies de Characidium após pintura cromossômica com sonda CvBp (pool de cromossomos B microdissecados de Characidium sp. aff. C. vidali).  

 

 

 

 

 

C. vidali C. gomesi C. alipioi A 
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Figura 4: Metáfases de três espécies de Characidium após pintura cromossômica com sonda CvBp (pool de cromossomos B microdissecados de Characidium sp. aff. C. vidali). 

As setas destacam os cromossomos acrocêntricos presentes nas espécies. 

 

 

 

C. serrano C. timbuiense C. pterostictum 

a b c 
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Discussão 

As análises moleculares realizadas no presente estudo mostraram que 

Characidium vidali representa na verdade duas espécies que vivem em condição 

simpátrica. Após o BLASTn das sequências, uma espécie foi identificada como 

Characidium vidali, enquanto a outra ainda não possui sequências depositadas em bancos 

de dados que confirmem sua identificação, contudo, com base em caracteres 

morfológicos (Leitão e Buckup et al. 2014) e citogenéticos (Scacchetti et al. 2015a; 

Capítulo 1) foi proposto se tratar de Characidium sp. aff. C. vidali.  

É comum espécies de Characidium ocorrerem em simpatria, e na maioria das 

vezes apresentarem características citogenéticas diferentes entre elas, por exemplo, 

quando uma população tem sistema sexual e a outra não como observado em C. cf. 

zebra/C. gomesi (Centofante et al. 2001), Characidium sp. af. C. alipioi/C. lauroi 

(Centofante et al. 2003) e C. oiticicai/C. cf. zebra (Pansonato-Alves et al. 2014). Em 

alguns casos, os cariótipos das duas espécies podem diferir quanto a presença de 

cromossomos supranumerários em uma e ausência na outra, como C. oiticicai/C. cf. zebra 

(Pansonato-Alves et al. 2014), Characidium sp. aff. C. vidali/C. vidali (Scacchetti et al. 

2015b, presente estudo), ou ainda quando as duas populações diferem quanto a 

localização das RONs C. gomesi e C. cf. zebra (Silva e Maistro 2006). O isolamento 

reprodutivo dessas espécies pode ser atribuído a diversos fatores ainda não investigados, 

porém, a co-existência das mesmas pode ser uma consequência de eventos por exemplo 

como capturas de cabeceiras (Poveda-Martinez et al. 2016; Pucci et al. 2014), já que os 

peixes do gênero Characidium tem facilidade em formar populações pequenas e isoladas 

nestes locais. 

Do ponto de vista citogenético Characidium sp. aff. C. vidali e C. vidali 

apresentam algumas características em comum, como a localização dos sítios de rDNA 

18S, a presença de sistema sexual do tipo ZZ/ZW, além do padrão de 

heterocromatinização destes cromomossomos (Scacchetti et al. 2015a, b). Já quanto as 

marcações de rDNA 5S, as duas espécies diferem em número de sítios e localização dos 

clusters (Scacchetti et al. 2015a, b). Porém, a diferença cariotípica mais relevante, é a 

presença de cromossomos B observada apenas em Characidium sp. aff. C. vidali, que já 

havia sido relatada por Scacchetti et al. (2015b), e novamente observada no Capítulo 1 

do presente estudo (cariótipo de C. vidali não foi mostrado em nossas análises).  

Com tais informações, a princípio foi proposto que os supranumerários presentes 

em Characidium sp. aff. C. vidali poderiam ter homologia com o cariótipo da espécie 
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simpátrica (C. vidali), agregando até mesmo informações sobre a origem destes 

cromossomos B. Porém, a pintura cromossômica realizada no presente Capítulo não 

mostrou sinais de hibridação da sonda CvBp (produzida a partir do pool de 

supranumerários de Characidium sp. aff. C. vidali) com nenhum cromossomo de 

Characidium vidali. Além disso, as topologias obtidas aqui mostram que as duas espécies 

são geneticamente distantes, e não relacionadas filogeneticamente, descartando então 

qualquer hipótese de que a origem dos cromossomos B de Characidium sp. aff. C. vidali 

teria alguma relação com o genoma de C. vidali, embora elas ocorram em simpatria. 

Quando investigada no genoma da própria espécie (Characidium sp. aff. C. 

vidali), a sonda CvBp não mostrou sinais de hibridação nos cromossomos do 

complemento A, e marcou exclusivamente os cromossomos B do cariótipo. Porém, no 

presente trabalho propomos que os cromossomos B de Characidium sp. aff. C. vidali 

tiveram origem intraespecífica, e essa ausência de homologia pode ser consequência das 

grandes mudanças que os supranumerários adquirem a cada processo de replicação, 

diferindo assim seu conteúdo genético dos cromossomos pertencentes ao complemento 

padrão A. Em Characidium o número de espécies descritas portando cromossomos B 

ainda é baixo (Miyazawa & Galetti 1994; Maistro et al. 1998, 2004; Pansonato-Alves 

2010, 2011; Scacchetti et al. 2015; Serrano et al. 2017), sendo C. gomesi e C. pterostictum 

(Pansonato-Alves et al. 2014), assim como C. alipioi (Serrano et al 2017) também 

portadoras de cromossomos B de origem intraespecífica, e apenas C. oiticicai foi 

descritos com cromossomos B de origem interespecífica (Pansonato-Alves et al. 2014). 

A pintura cromossômica com sonda CvBp também mostrou ausência de 

homologia com o genoma de Characidium gomesi (população Avaré-SP) e C. alipioi 

(Salesópolis-SP), duas espécies descritas em Serrano (2016) e Serrano et al. (2017) 

respectivamente, portando cromossomos B em seus cariótipos. As topologias geradas no 

presente estudo também revelam que não há relação genética e filogenética entre as duas 

espécies e Characidium sp. aff. C. vidali, e como já reportado por Pansonato-Alves et al. 

(2014), a origem dos cromossomos B em Characidium ocorrem de maneira 

independentemente. 

Porém, no genoma de Characidium serrano, C. timbuiense e C. pterostictum a 

pintura cromossômica com a sonda CvBp marcou sítios espalhados pelas regiões 

terminais da maioria dos cromossomos das espécies, mas o que chamou a atenção foi um 

cluster bastante evidente na região pericentromérica do braço longo de um par 

acrocêntrico (presente nas três espécies). De acordo com Scacchetti et al. (2015a), em 
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Characidium pterostictum e C. timbuiense essa mesma região dos pares acrocêntricos foi 

marcada por sequências de quatro microssatélites, os mesmos motifs acumulados nos 

supranumerários de Characidium sp. aff. C. vidali, como mostrado no Capítulo 1 do 

presente estudo.  

Adicionalmente, o mapeamento físico com sequências teloméricas (TTAGGG)n 

também realizado no Capítulo 1 do presente trabalho, mostrou que no genoma de 

Characidium sp. aff. C. vidali todos os cromossomos possuem marcações na porção 

terminal, além de sítios teloméricos intersticiais (ITS e double-ITS). Scacchetti et al. 

(2014) já haviam observado sítios ITS (sítios teloméricos intersticiais) em C. schubarti e 

C. lanei, enquanto C. lauroi, C. timbuiense, C. serrano e C. pterostictum apresentaram 

além dos ITS, também marcações de double-ITS, o que até então seria apenas mais uma 

característica comum entre as três últimas espécies e Characidium sp. aff. C. vidali. 

Porém, a melhor árvore de verossimilhança realizada aqui, mostra que C. schubarti, C. 

lanei, C. pterostictum, C. serrano, C. lauroi, C. timbuiense são de fato relacionadas com 

Characidium sp. aff. C. vidali, e que nossa espécie portadora de supranumerários faz parte 

de um grupo monofilético reportado em Scacchetti et al. (2014).  

É sabido que a estrutura cariotípica dentro Characidium é altamente conservada, 

porém, C. pterostictum, C. serrano e C. timbuiense apresentam um par de cromossomos 

acrocêntricos (Pansonato et al. 2010; Scacchetti et al. 2014), assim como Characidium 

sp. aff. C. vidali possui cromossomos supranumerários (Scacchetti et al. 2015a; Capítulo 

1). A árvore de distância genética realizada neste estudo também mostrou que essas 

quatro espécies são próximas, mais uma vez corroborando o grupo monofilético já 

apresentado em Scacchetti et al. (2014).  

Então, partindo do princípio que Characidium pterostictum, C. serrano, C. 

timbuiense e Characidium sp. aff. C. vidali compartilham o padrão de marcações 

teloméricas, apresentando sítios ITS e double-ITS (Scacchetti et al. 2014; Capítulo 1), e 

a pintura cromossômica com a sonda CvBp destacou tanto os pares acrocêntricos de 

Characidium pterostictum, C. serrano, C. timbuiense, quanto os supranumerários de 

Characidium sp. aff. C. vidali, e que estes mesmos cromossomos foram também 

evidenciados com sequências de quatro microssatélites (Scacchetti et al. 2015a; Capítulo 

1), é possível propor que existe uma relação entre essas espécies, o que pôde ser 

confirmado através das análises filogenéticas obtidas neste trabalho. 

Os cromossomos acrocêntricos podem ter surgido em algumas espécies de 

Characidium como consequência de inversões pericêntricas ocorridas em cromossomos 
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submetacêntricos, modificando a morfologia dos mesmos (Pansonato-Alves et al. 2014; 

Pucci et al. 2014). De acordo com as análises citomoleculares e as topologias obtidas no 

presente trabalho, tais informações podem ser confirmadas e contribuem ainda para 

elucidar que o par acrocêntrico ancestral a C. serrano, C. pterostictum e C. timbuiense 

(Pucci et al. 2014, Pansonato-Alves et al. 2014), seria também compartilhado por 

Characidium sp. aff. C. vidali, conforme as homologias indicadas pelas pinturas 

cromossômicas com sondas dos B e as hibridações com as sequências dos microssatélites. 

Porém, em Characidium sp. aff. C. vidali este par de cromossomos acrocêntricos sofreu 

uma quebra horizontal na região centromérica, originando dois cromossomos 

metacêntrcos de menor tamanho. Estes por sua vez foram se acumulando e sofrendo 

diversificações (acúmulo de sequências e morfologia) no genoma como os 

supranumerários. 

Propomos aqui então, que os cromossomos B de Characidium sp. aff. C. vidali 

tiveram uma origem intraespecífica, sustentada pela teoria de um isocromossomo. 
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Anexos  

Tabela 1: Táxons, vouchers, localidade e número de registro no GenBank de especimes de Characidium utilizadas para análises de DNA barcode. SF = Rio 

São Francisco, UP = Upper Rio Paraná, LP = Lower Rio Paraná. 

 

Taxon Voucher Espécime Localidade Cidade, Estado País GenBank 

Characidium alipioi A LBP 3408 20415 Rio Paraíba do Sul Bairro dos Macacos, São Paulo Brasil GU702199 

Characidium alipioi A LBP 3408 20416 Rio Paraíba do Sul Bairro dos Macacos, São Paulo Brasil GU702200 

Characidium alipioi A LBP 3408 20417 Rio Paraíba do Sul Bairro dos Macacos, São Paulo Brasil GU702201 

Characidium alipioi A LBP 3408 20418 Rio Paraíba do Sul Bairro dos Macacos, São Paulo Brasil GU702134 

Characidium alipioi A LBP 3408 20419 Rio Paraíba do Sul Bairro dos Macacos, São Paulo Brasil GU702202 

Characidium alipioi A LBP 25738 36084 Rio Paraíba do Sul Sta. Bárbara Tugurio, Minas Gerais Brasil KF914705 

Characidium alipioi A LBP 25740 78709 Rio Paraíba do Sul Pindamonhangaba, São Paulo Brasil MH716095 

Characidium alipioi A LBP 25740 78710 Rio Paraíba do Sul Pindamonhangaba, São Paulo Brasil MH716096 

Characidium alipioi A LBP 25740 78712 Rio Paraíba do Sul Pindamonhangaba, São Paulo Brasil MH716097 

Characidium alipioi A LBP 25740 78713 Rio Paraíba do Sul Pindamonhangaba, São Paulo Brasil MH716098 

Characidium alipioi A LBP 25740 78716 Rio Paraíba do Sul Pindamonhangaba, São Paulo Brasil MH716099 

Characidium alipioi A LBP 25740 78718 Rio Paraíba do Sul Pindamonhangaba, São Paulo Brasil MH716100 

Characidium alipioi A LBP 25740 78720 Rio Paraíba do Sul Pindamonhangaba, São Paulo Brasil MH716101 

Characidium alipioi A LBP 25740 78721 Rio Paraíba do Sul Pindamonhangaba, São Paulo Brasil MH716102 

Characidium alipioi A LBP 25740 78722 Rio Paraíba do Sul Pindamonhangaba, São Paulo Brasil MH716103 

Characidium alipioi A LBP 25740 78723 Rio Paraíba do Sul Pindamonhangaba, São Paulo Brasil MH716104 

Characidium alipioi A LBP 25740 78724 Rio Paraíba do Sul Pindamonhangaba, São Paulo Brasil MH716105 

Characidium alipioi A LBP 25740 78727 Rio Paraíba do Sul Pindamonhangaba, São Paulo Brasil MH716106 

Characidium alipioi A LBP 25740 78731 Rio Paraíba do Sul Pindamonhangaba, São Paulo Brasil MH716107 

Characidium alipioi A LBP 25740 78732 Rio Paraíba do Sul Pindamonhangaba, São Paulo Brasil MH716108 

Characidium alipioi A LBP 25740 78738 Rio Paraíba do Sul Pindamonhangaba, São Paulo Brasil MH716109 
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Characidium alipioi A LBP 25740 78740 Rio Paraíba do Sul Pindamonhangaba, São Paulo Brasil MH716110 

Characidium alipioi A LBP 25740 78741 Rio Paraíba do Sul Pindamonhangaba, São Paulo Brasil MH716111 

Characidium alipioi A LBP 25740 78742 Rio Paraíba do Sul Pindamonhangaba, São Paulo Brasil MH716112 

Characidium alipioi A LBP 25740 78743 Rio Paraíba do Sul Pindamonhangaba, São Paulo Brasil MH716113 

Characidium alipioi A LBP 25740 78744 Rio Paraíba do Sul Pindamonhangaba, São Paulo Brasil MH716114 

Characidium alipioi A LBP 25740 78745 Rio Paraíba do Sul Pindamonhangaba, São Paulo Brasil MH716115 

Characidium alipioi A LBP 25740 78746 Rio Paraíba do Sul Pindamonhangaba, São Paulo Brasil MH716116 

Characidium alipioi A LBP 25740 78747 Rio Paraíba do Sul Pindamonhangaba, São Paulo Brasil MH716117 

Characidium alipioi A LBP 25740 78749 Rio Paraíba do Sul Pindamonhangaba, São Paulo Brasil MH716118 

Characidium alipioi A LBP 25740 78750 Rio Paraíba do Sul Pindamonhangaba, São Paulo Brasil MH716119 

Characidium alipioi A LBP 25740 78751 Rio Paraíba do Sul Pindamonhangaba, São Paulo Brasil MH716120 

Characidium alipioi A LBP 25740 78753 Rio Paraíba do Sul Pindamonhangaba, São Paulo Brasil MH716121 

Characidium alipioi B LBP 8378 40201 Rio Paraíba do Sul Sta. Barbara Tugurio, Minas Gerais Brasil GU702090 

Characidium alipioi B LBP 8378 40202 Rio Paraíba do Sul Sta. Barbara Tugurio, Minas Gerais Brasil GU702087 

Characidium alipioi B LBP 8378 40203 Rio Paraíba do Sul Sta. Barbara Tugurio, Minas Gerais Brasil HM064986 

Characidium alipioi B LBP 8378 40204 Rio Paraíba do Sul Sta. Barbara Tugurio, Minas Gerais Brasil HM064987 

Characidium alipioi B LBP 8378 40205 Rio Paraíba do Sul Sta. Barbara Tugurio, Minas Gerais Brasil HM064988 

Characidium alipioi B LBP 25739 78711 Rio Paraíba do Sul Pindamonhangaba, São Paulo Brasil MH716122 

Characidium alipioi B LBP 25739 78714 Rio Paraíba do Sul Pindamonhangaba, São Paulo Brasil MH716123 

Characidium alipioi B LBP 25739 78717 Rio Paraíba do Sul Pindamonhangaba, São Paulo Brasil MH716124 

Characidium alipioi B LBP 25739 78719 Rio Paraíba do Sul Pindamonhangaba, São Paulo Brasil MH716125 

Characidium alipioi B LBP 25739 78725 Rio Paraíba do Sul Pindamonhangaba, São Paulo Brasil MH716126 

Characidium alipioi B LBP 25739 78726 Rio Paraíba do Sul Pindamonhangaba, São Paulo Brasil MH716127 

Characidium alipioi B LBP 25739 78728 Rio Paraíba do Sul Pindamonhangaba, São Paulo Brasil MH716128 

Characidium alipioi B LBP 25739 78729 Rio Paraíba do Sul Pindamonhangaba, São Paulo Brasil MH716129 

Characidium alipioi B LBP 25739 78730 Rio Paraíba do Sul Pindamonhangaba, São Paulo Brasil MH716130 

Characidium alipioi B LBP 25739 78733 Rio Paraíba do Sul Pindamonhangaba, São Paulo Brasil MH716131 
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Characidium alipioi B LBP 25739 78734 Rio Paraíba do Sul Pindamonhangaba, São Paulo Brasil MH716132 

Characidium alipioi B LBP 25739 78735 Rio Paraíba do Sul Pindamonhangaba, São Paulo Brasil MH716133 

Characidium alipioi B LBP 25739 78736 Rio Paraíba do Sul Pindamonhangaba, São Paulo Brasil MH716134 

Characidium alipioi B LBP 25739 78737 Rio Paraíba do Sul Pindamonhangaba, São Paulo Brasil MH716135 

Characidium alipioi B LBP 25739 78739 Rio Paraíba do Sul Pindamonhangaba, São Paulo Brasil MH716136 

Characidium alipioi B LBP 25739 78748 Rio Paraíba do Sul Pindamonhangaba, São Paulo Brasil MH716137 

Characidium alipioi B LBP 25739 78752 Rio Paraíba do Sul Pindamonhangaba, São Paulo Brasil MH716138 

Characidium cf. fasciatum LBP 9607 41974 Alto Rio Paraná Aporé, Goiás Brasil JN988787 

Characidium cf. fasciatum LBP 9607 41975 Alto Rio Paraná Aporé, Goiás Brasil JN988786 

Characidium cf. fasciatum LBP 9607 41981 Alto Rio Paraná Aporé, Goiás Brasil JN988785 

Characidium cf. fasciatum LBP 9607 41982 Alto Rio Paraná Aporé, Goiás Brasil JN988784 

Characidium cf. fasciatum LBP 9607 41990 Alto Rio Paraná Aporé, Goiás Brasil JN988783 

Characidium gomesi LBP 1181 10043 Alto Rio Paraná Botucatu, São Paulo Brasil JN988782 

Characidium gomesi LBP 1380 12126 Alto Rio Paraná Botucatu, São Paulo Brasil GU701839 

Characidium gomesi LBP 6000 28408 Alto Rio Paraná Poços de Caldas, Minas Gerais Brasil JN988781 

Characidium gomesi LBP 6723 31106 Alto Rio Paraná Botucatu, São Paulo Brasil KF914694 

Characidium gomesi LBP 8709 33568 Alto Rio Paraná Avaré, São Paulo Brasil GU701424 

Characidium gomesi LBP 8709 33569 Alto Rio Paraná Avaré, São Paulo Brasil GU701427 

Characidium gomesi LBP 8709 33572 Alto Rio Paraná Avaré, São Paulo Brasil GU701422 

Characidium gomesi LBP 8709 33592 Alto Rio Paraná Avaré, São Paulo Brasil KF914699 

Characidium gomesi LBP 8709 33593 Alto Rio Paraná Avaré, São Paulo Brasil GU701426 

Characidium gomesi LBP 8709 33607 Alto Rio Paraná Avaré, São Paulo Brasil GU701425 

Characidium gomesi LBP 9022 38541 Alto Rio Paraná Poços de Caldas, Minas Gerais Brasil KF914707 

Characidium gomesi LBP 25737 41988 Alto Rio Paraná Aporé, Goiás Brasil JN988780 

Characidium gomesi LBP 25737 41989 Alto Rio Paraná Aporé, Goiás Brasil JN988779 

Characidium lagosantense DCC 01193 - Rio São Francisco Bom Despacho, Minas Gerais Brasil HM405083 

Characidium lagosantense DCC 01191 - Rio São Francisco Bom Despacho, Minas Gerais Brasil HM906012 
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Characidium lauroi LBP 8741 35722 Atlantic coastal river Ubatuba, São Paulo Brasil KF914701 

Characidium lauroi LBP 8741 46417 Atlantic coastal river Ubatuba, São Paulo Brasil KM229366 

Characidium oiticicai LBP 8703 31207 Alto Rio Paraná Salesópolis, São Paulo Brasil GU701448 

Characidium oiticicai LBP 8703 31212 Alto Rio Paraná Salesópolis, São Paulo Brasil GU701449 

Characidium oiticicai LBP 8703 31213 Alto Rio Paraná Salesópolis, São Paulo Brasil GU701446 

Characidium oiticicai LBP 8703 31214 Alto Rio Paraná Salesópolis, São Paulo Brasil GU701447 

Characidium oiticicai LBP 8703 31218 Alto Rio Paraná Salesópolis, São Paulo Brasil GU701445 

Characidium pterostictum LBP 8700 33509 Atlantic coastal river Morretes, Paraná Brasil KF914710 

Characidium pterostictum LBP 8701 33516 Atlantic coastal river Paranaguá, Paraná Brasil KF914709 

Characidium pterostictum LBP 7367 33636 Rio Ribeira de Iguape Iporanga, São Paulo Brasil KF914700 

Characidium pterostictum LBP 7367 33671 Rio Ribeira de Iguape Iporanga, São Paulo Brasil KF914708 

Characidium rachovii MGZVP 309 - Baixo Rio Paraná Rosario, Entre Rios Argentina KU289033 

Characidium rachovii MGZVP 1726 - Baixo Rio Paraná Rosario, Entre Rios Argentina KU288837 

Characidium rachovii MGZVP 1724 - Baixo Rio Paraná Rosario, Entre Rios Argentina KU288853 

Characidium rachovii MGZVP 1725 - Baixo Rio Paraná Rosario, Entre Rios Argentina KU288854 

Characidium rachovii MGZVP 1722 - Baixo Rio Paraná Rosario, Entre Rios Argentina KU288836 

Characidium rachovii MGZVP 1723 - Baixo Rio Paraná Rosario, Entre Rios Argentina KU288852 

Characidium rachovii MGZVP 1721 - Baixo Rio Paraná Rosario, Entre Rios Argentina KU288835 

Characidium rachovii UNMDPT 0289 - Baixo Rio Paraná Buenos Aires Argentina JX111702C 

Characidium schubarti LBP 8702 31492 Alto Rio Paraná Jaguariaíva, Paraná Brasil GU701440 

Characidium schubarti LBP 8702 31498 Alto Rio Paraná Jaguariaíva, Paraná Brasil GU701439 

Characidium schubarti LBP 8702 31499 Alto Rio Paraná Jaguariaíva, Paraná Brasil KF914696 

Characidium schubarti LBP 8702 31512 Alto Rio Paraná Jaguariaíva, Paraná Brasil GU701437 

Characidium schubarti LBP 8702 31513 Alto Rio Paraná Jaguariaíva, Paraná Brasil GU701442 

Characidium schubarti LBP 8702 31526 Alto Rio Paraná Jaguariaíva, Paraná Brasil GU701441 

Characidium xanthopterum LBP 7254 34895 Alto Rio Paraná Pires do Rio, Goías Brasil GU701836 

Characidium xanthopterum LBP 7254 35896 Alto Rio Paraná Pires do Rio, Goías Brasil GU701835 
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Characidium xanthopterum LBP 7254 34897 Alto Rio Paraná Pires do Rio, Goías Brasil GU701834 

Characidium xanthopterum LBP 7254 34898 Alto Rio Paraná Pires do Rio, Goías Brasil GU701837 

Characidium xanthopterum LBP 7286 35890 Alto Rio Paraná Caldas Novas, Minas Gerais Brasil GU701833 

Characidium zebra SF DCC 01147 - Rio São Francisco Minas Gerais Brasil HM906013 

Characidium zebra SF DCC 00653 - Rio São Francisco Minas Gerais Brasil HM405088 

Characidium zebra LP MGZVP 2962 - Baixo Rio Paraná Rosario, Entre Rios Argentina KU288976 

Characidium zebra LP MGZVP 1625 - Baixo Rio Paraná Rosario, Entre Rios Argentina KU288833 

Characidium zebra LP MGZVP 1626 - Baixo Rio Paraná Rosario, Entre Rios Argentina KU288834 

Characidium zebra LP MGZVP 2961 - Baixo Rio Paraná Rosario, Entre Rios Argentina KU288975 

Characidium zebra LP MGZVP 1622 - Baixo Rio Paraná Rosario, Entre Rios Argentina KU288831 

Characidium zebra LP MGZVP 1621 - Baixo Rio Paraná Rosario, Entre Rios Argentina KU288830 

Characidium zebra LP MGZVP 280 - Baixo Rio Paraná Rosario, Entre Rios Argentina KU288887 

Characidium zebra LP MGZVP 1624 - Baixo Rio Paraná Rosario, Entre Rios Argentina KU288832 

Characidium zebra UP LBP 2959 19560 Alto Rio Paraná Colômbia, São Paulo Brasil JN988788 

Characidium zebra UP LBP 2959 19561 Alto Rio Paraná Colômbia, São Paulo Brasil JN988789 

Characidium zebra UP LBP 2959 19562 Alto Rio Paraná Colômbia, São Paulo Brasil JN988790 

Characidium zebra UP LBP 8718 33541 Alto Rio Paraná Botucatu, São Paulo Brasil KF914698 

Characidium zebra UP LBP 8711 33739 Alto Rio Paraná Botucatu, São Paulo Brasil KF914703 

Crenuchus spilurus LBP 4275 23869 Rio Negro, Amazonas Barcelos, Amazonas Brasil KF914693 

Characidium serrano LBP 19038 62715 Córrego Canoinha São Nicolau/Pirapó, Rio de Janeiro Brasil KM229364 

Characidium lanei  33730 Rio Cari Morretes, Paraná Brasil KF914702 

Characidium timbuiense LBP 18475 

 

69812 Córrego Valsugana Velha Santa Teresa, Espírito Santo Brasil KM229365 

Characidium sp. aff. C. vidali - 78144 Rio São João Silva Jardim, Rio de Janeiro Brasil - 

Characidium sp. aff. C. vidali - 78138 Rio São João Silva Jardim, Rio de Janeiro Brasil - 

Characidium sp. aff. C. vidali - 78169 Rio São João Silva Jardim, Rio de Janeiro Brasil - 

Characidium sp. aff. C. vidali - 78130 Rio São João Silva Jardim, Rio de Janeiro Brasil - 

Characidium sp. aff. C. vidali - 78161 Rio São João Silva Jardim, Rio de Janeiro Brasil - 
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Characidium sp. aff. C. vidali - 78141 Rio São João Silva Jardim, Rio de Janeiro Brasil - 

Characidium sp. aff. C. vidali - 78140 Rio São João Silva Jardim, Rio de Janeiro Brasil - 

Characidium sp. aff. C. vidali - 78139 Rio São João Silva Jardim, Rio de Janeiro Brasil - 

Characidium sp. aff. C. vidali - 78128 Rio São João Silva Jardim, Rio de Janeiro Brasil - 

Characidium sp. aff. C. vidali - 78127 Rio São João Silva Jardim, Rio de Janeiro Brasil - 

Characidium sp. aff. C. vidali - 78171 Rio São João Silva Jardim, Rio de Janeiro Brasil - 

Characidium sp. aff. C. vidali - 78170 Rio São João Silva Jardim, Rio de Janeiro Brasil - 

Characidium sp. aff. C. vidali - 78168 Rio São João Silva Jardim, Rio de Janeiro Brasil - 

Characidium sp. aff. C. vidali - 78164 Rio São João Silva Jardim, Rio de Janeiro Brasil - 

Characidium sp. aff. C. vidali - 78137 Rio São João Silva Jardim, Rio de Janeiro Brasil - 

Characidium sp. aff. C. vidali -  Rio São João Silva Jardim, Rio de Janeiro Brasil Scacchetti 2015 

Characidium vidali - 78142 Rio São João Silva Jardim, Rio de Janeiro Brasil  

Characidium vidali - 78126 Rio São João Silva Jardim, Rio de Janeiro Brasil  

Characidium vidali - 78167 Rio São João Silva Jardim, Rio de Janeiro Brasil  

Characidium vidali - 78143 Rio São João Silva Jardim, Rio de Janeiro Brasil  

Characidium vidali - 69839 Rio São João Silva Jardim, Rio de Janeiro Brasil KM2293671 
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Figura Anexo 2. Árvore de neighbor-joining obtida de uma matriz do gene mitocondrial citocromo oxidase c subunidade I de espécies de Characidium. Números próximos 

aos nós representam valores de bootstrap. SF = Rio São Francisco, UP = Upper Rio Paraná, LP = Lower Rio Paraná.
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3.3 Capítulo 3 

 Sequenciamento massivo e busca de DNAs satélites em cromossomos B de 

Characidium sp. aff. C. vidali 

 

Introdução 

Os cromossomos B são elementos extras ao complemento padrão A, e desde a sua 

descoberta no início do século XX (Wilsons 1907), já foram reportados nos genomas de 

animais, plantas e até mesmo em fungos. Estes cromossomos são também chamados de 

supranumerários; na maioria dos casos não seguem as leis de herança mendeliana e não 

se recombinam com os cromossomos do complemento A (Camacho 2005). Por não 

conferirem vantagens ao genoma hospedeiro, ficaram conhecidos como parasitas 

genéticos (Camacho 2005). 

Muitas investigações já foram feitas para compreender como estes 

supranumerários se originam no genoma hospedeiro, e a partir disso como evoluem e se 

há compartilhamento de sequências com os cromossomos A (Camacho et al. 2005; 

Bugrov et al. 2007; Valente et al. 2016). Em relação à sua origem, já é considerado que 

os supranumerários podem derivar do próprio complemento padrão A, que é conhecida 

como origem intraespecífica, já reportada em milho (Lamb et al. 2005; Peng & Cheng 

2011), centeio (Martins et al. 2012), gafanhoto (Teruel et al. 2010), e alguns peixes (Silva 

et al. 2014; Pansonato-Alves et al. 2014; Utsunomia et al. 2016; Serrano et al. 2017). Um 

segundo caso seria em decorrência de hibridizações, conhecida como origem 

interespecífica, onde o surgimento dos cromossomos B pode ser particular em cada 

espécie (Sapre & Deshpande 1987; McAllister & Werren 1997; Perfectti & Werren 2001; 

Schartl et al. 1995 Pansonato-Alves et al. 2014). 

Com os avanços tecnológicos, e a citogenética caminhando em conjunto com a 

genômica estrutural/funcional, estudos estão cada vez mais desvendando mecanismos 

moleculares relacionados à rearranjos cromossômicos durante a evolução dos genomas 

(Valente et al. 2016). O Sequenciamento de Nova Geração (Next Generation Sequencing 

- NGS) proporcionou análises em larga escala, com o intuito de investigar o conteúdo dos 

cromossomos B presentes em diferentes organismos, mostrando que em alguns casos, os 

supranumerários podem apresentar genes repetitivos ou sequências de cópia única 

(Valente et al. 2016; Houben et al. 2014; Makunin et al. 2014). Em peixes, sequências de 

DNA satélites, genes ribossomais, elementos transponíveis e até mesmo sequências de 

histonas já foram observados nos cromossomos B de diferentes grupos (Paus & Bertolo 
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1983; Mestriner et al. 2000; Artoni et al. 2006; Poleto et al. 2010; Fantinatti et al. 2011; 

Ziegler et al. 2003; Hashimoto et al. 2012; Silva et al. 2014; Utsunomia et al. 2016).  

Dentro do gênero Characidium ainda é reduzido o número de espécies descritas 

com genomas portadores de cromossomos B (Miyazawa e Galetti Jr. 1994; Pansonato-

Alves et al. 2010, 2011, 2014; Scacchetti et al. 2015b; Serrano et al. 2017). Alguns 

autores, utilizando a técnica de pintura cromossômica já conseguiram elucidar 

informações quanto a presença de supranumerários em alguns cariótipos, como por 

exemplo em Characidium gomesi, C. pterostictum e C. alipioi, onde os cromossomso B 

possivelmente se originaram de forma intraespecífica (Pansonato-Alves et al. 2014; 

Serrano et al. 2017). Porém, apenas em Characidium oiticicai foi proposto que os 

supranumerários teriam surgido por mecanismos que incluem eventos de associações 

interespecíficas (Pansonato-Alves et al. 2014). Como já mencionado anteriormente, 

análises in silico para caracterizar sequências repetitivas presentes em cromossomos B 

têm sido muito utilizadas nos últimos anos. Porém, em espécies pertencentes à 

Characidium podemos citar apenas as investigações realizadas em C. gomesi, que após 

sequenciamento massivo e mapeamento físico (FISH) apresentou sequências de DNAs 

satélites e histona em seus cromossomos B (Serrano 2016). 

Characidium sp aff. C. vidali é uma espécie ainda não descrita do gênero, que já 

foi reportada distribuída nos rios Macaé, São João e Paraíba do Sul (Leitão & Buckup et 

al. 2014). As primeiras informações citogenéticas da espécie foram descritas por 

Scacchetti et al. (2015), que analisaram uma população de Characidium sp. aff. C. vidali 

ocorrendo em simpatria com Characidium vidali. Embora as duas espécies compartilhem 

a macroestrutura e o número diploide comum ao gênero (2n = 50 cromossomos), apenas 

em Characidium sp. aff. C. vidali são observados cromossomos B; morfologicamente 

semelhantes a pequenos acrocêntricos (Scacchetti et al. 2015; Capítulo 1). Estes 

supranumerários são facilmente identificados por bandamento C, devido ao grande 

acúmulo de heterocromatina constitutiva, e embora sejam mitoticamente instáveis, estão 

presentes em todas as células de todos os espécimes de Characidium sp. aff. C. vidali 

(Scacchetti et al. 2015; Capítulo 1). Análises realizadas com o mapeamento físico de 

sequências repetitivas, mostram motifis de quatro microssatélites acumulados nos 

cromossomos B desta espécie (Capíluto 1), e de acordo com investigações abordadas no 

Capítulo 2, os supranumerários de Characidium sp. aff. C. vidali se originaram de forma 

intraespecífica.  
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O presente trabalho teve como objetivo obter sequências de DNAs satélites no 

genoma de Characidium sp aff. C. vidali, e a partir disso estabelecer relações entre estes 

repetitivos e os cromossomos B presentes no cariótipo da espécie. Adicionalmente, os 

dados amostrados ao final também poderão agregar informações sobre os 

supranumerários terem se originado de forma intraespecífica nessa população de peixes. 

Para isto, foram utilizadas técnicas como hibridação in situ fluorescente (FISH), reação 

em cadeia da Polimerase (PCR) e sequenciamento massivo pela plataforma Illumina, 

seguida de análises bioinformáticas.  

 

Material e Métodos 

Sequenciamento do genoma total dos espécimes e identificação de DNAs satélites 

Foi sequenciado o DNA genômico de três fêmeas de Characidium sp. aff. C. 

vidali, todas portadoras de cromossomos B. Foram contadas 20 metáfases por espécime, 

e como os supranumerários (embora mitoticamente instáveis) estiveram presentes em 

todas as células de todos os exemplares da população, foi estabelecida uma quantidade 

média de cromossomos B (por célula) para cada uma das três fêmeas, como representado 

na Tabela 1. Foram escolhidos exemplares fêmeas por serem heteromórficas (ZZ/ZW), o 

que significa a representação do genoma completo da espécie. O sequenciamento do 

gDNA foi realizado na plataforma illumina HiSeq2500, produzindo leituras paired-end. 

 

Tabela 1: Identificação das três fêmeas de Characidium sp. aff. C. vidali utilizadas para sequenciamento 

massivo (NGS), e número médio de cromossomos B observados por célula em cada indivíduo. 

Identificação dos 

indivíduos fêmeas 

78127 78128 78161 

Número médio de 

cromossomos B 

2 a 3 3 a 4 1 a 2 

  

Como os três genomas sequenciados eram portadores de cromossomos B, foi 

proposto juntar as três bibliotecas para a busca das sequências de DNAs satélites. Então, 

primeiramente foi realizado um teste com o intuito de se estabelecer uma longitude 

mínima (determinar um número mínimo de nucleotídeos para os reads). Foram testados 

os tamanhos de 100, 150 e 200 nucleotídeos, com qualidade de 20 (Q>20) e número de 

leituras estipulado em 10. Essa primeira análise foi realizada para cada biblioteca 

(contendo os dois arquivos). Em seguida, utilizamos o script: fastx_trimmer 
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(https://github.com/fjruizruano/ngs-protocols/blob/master/mapping_blat_gs.py) que 

realizou cortes nos arquivos 1 e 2 de cada biblioteca, estipulando o número de 

nucleotídeos de cada um. A contagem dos nucleotídeos (em cada arquivo), foi realizada 

com o script: cout_bases_fastq.py (https://github.com/fjruizruano/ngs-

protocols/blob/master/mapping_blat_gs.py). Ao final, os valores obtidos para os arquivos 

1 e 2 (de cada biblioteca) foram somados, e estão representados na Tabela 2. Os testes 

realizados com o valor de corte de 150 nucleotídeos foi o que não apresentou diferenças 

consideráveis entre as três bibliotecas, por isso este valor foi estabelecido como longitude 

mínima a ser utilizado nas análises do RepeatExplorer. 

 

Tabela 2:  Valores finais das somatórias dos pares de base de cada biblioteca, com três diferentes cortes 

(longitude mínima) de 200, 150 e 100. Em destaque o valor de corte escolhido. 

 

Então, os dois arquivos de cada biblioteca foram preparados para o 

RepeatExplorer (Novák et al. 2013), com o script rexp_prepare_normaltag.py 

(https://github.com/fjruizruano/ngsprotocols/blob/master/mapping_blat_gs .py), 

utilizando 20 de qualidade (Q>20) e a longitude mínima selecionada (150). 

Como todos os individíduos apresentaram cromossomos B em seus genomas, os 

arquivos 1 das três bibliotecas, assim como os arquivos 2 foram concatenados. As leituras 

foram agrupadas e amostradas em 2 x 100.000 leituras, com corte de qualidade através 

do Trimommatic (Bolger et al. 2014). Em seguida, foi realizada a análise com o 

RepeatExplorer (Novák et al. 2013). Os clusters que apresentaram estrutura característica 

de satDNA (forma de anel ou esféricos) foram selecionados e os monômeros extraídos 

no Geneious v4.8.5. Isso permitiu a detecção de 12 satDNAs, e para obter um maior 

número de satDNAs, foi utilizado o protocolo satMiner, descrito por Ruiz-Ruano et al. 

(2016). Para isto, foram realizadas quatro rodadas do protocolo duplicando-se o número 

de leituras a cada rodada (2 x 200.000, 2 x 400.000, 2 x 800.000 leituras), até não ser 

possível se obter mais clusters semelhantes a satDNAs.  

 Identificação dos indivíduos fêmeas 

nº de nucleotídeos 78127  78128 78161 

200 295.918.400 486.055.511 1.039.923.600 

150 1.343.164.500 1.085.997.900 1.247.461.200 

100 935.266.600 748.523.200 878.086.800 

https://github.com/fjruizruano/ngsprotocols/blob/master/mapping_blat_gs.py
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Os monômeros foram também investigados quanto a homologia entre eles, e 

agrupados quando a identidade entre eles foi maior que 95%. Quando este valor esteve 

entre 95% e 80%, os monômeros foram agrupados com representantes de uma mesma 

família, e quando os valores foram observados entre 50% e 80% foram classificados como 

uma mesma superfamília. 

Para cada família, foi calculada a abundância e divergência através do 

RepeatMasker (Smit et al. 2013), através do mecanismo de busca cross_match. Para cada 

família satDNA foi atribuído um nome seguindo os critérios propostos por seguindo Ruiz-

Ruano et al. (2016). 

Após serem obtidos por análises de bioinformática, todos os satDNAs foram 

amplificados por PCR inversa utilizando primers desenhados com orientação oposta. Foi 

utilizada a seguinte reação: 2,5µl 10x PCR Buffer, 2,0µl MgCl2 (50mM), 0,5µl dNTP 

mix, 0,5µl de cada primer (10mM), 1,0µl de DNA da espécie, 0,2µl de Taq polimerase 

PHT e 16,8µl de H20 destilada, com um volume final de 24µl. O programa utilizado para 

essa reação foi de 2 min à 95ºC (denaturação inicial), 15s à 95ºC (denaturação), 10s à 

54ºC (anelamento), 15s à 68ºC (extensão), e 12min à 68ºC (extensão final). As sequências 

de cada primer desenhado estão sumarizadas na Tabela 3. 

 

Tabela 3: Primers desenhados para amplificação de cada satDNA. 

Família 

Satélites 

 

Forward 

 

Reverse 

CavSat01 GCCTAAACGCTTTCTAACGC CGCCTCTACAGTGCAGA 

CavSat02 CGCAGCCAGTTGTGAGTTTTATC GCCTGGTTAGTACTTGGATGGGA 

CavSat03 GCGTTCAGCATTATGTGTGCATT GCCACTTGATTGTACCAGTAGCA 

CavSat04 GGCTCATCCTGATTATAAAGGACT GCCACCAGCAGCTTGTAG 

CavSat05 CGGGCTTCCTGCAGTAATGG CGCTGGTTCAAATCCGGCTC 

CavSat06 GGGGGACCTTACAAACTACTTTAGC GGCGCTTGCTATTATCTCCTAAGG 

CavSat07 CCCACTGCTGCCAATGGAAGTTTTC CCGAAGAGACTGGAGCCTTAATCCA 

CavSat08 GCCCCCTGTTGAGGAGGTAC GGCACCCGGATTTGAACCAG 

CavSat09 CGGATTGACCTCATAGGCTACGATA CGCCCGGATGACTTGAAATATAGTC 

CavSat10 CCGAATGGAGGCGTGGGTTCAAATC CGGAGACCAGAATCCTCAACACAGT 

CavSat11 GGGAGCCTTGTAAAAGCTC GCGTTTGCAGCTCTTTAGAAG 

CavSat12 CGCTTCCAGTATCAATACTTTAGGT CGCATTCTGAAAAGGTAATATAATCT 

CavSat13 GGGAACTGAGATTCATGAAGAAGTGC CGCAGTGACAGACCTCAAAAAGTATG 

CavSat14 GGGGTCATTTACCAAGCGTTTCAC CCCAAGTGGTGTACCAGGTGAAAGA 

CavSat15 CCCAAAAGCTTTATAACACTGTCAC GCCTTGACTATGCCTTTTGAGCTT 
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Marcação das sondas de satDNA 

 Após a amplificação, cada reação foi verificada em gel de agarose 1,5%, e dos 15 

conjuntos de primers analisados, apenas 9 apresentaram o padrão de escada 

(característico de DNA satélite). Estes nove primers então foram selecionados para as 

reações de marcação das sondas. As reações foram montadas para um volume final de 

25ul, utilizando: 2,5ul 10x PCR Buffer, 2,0µl MgCl2 (50mM), 0,5ul de dATP, dCTP, 

dGTP e 0,35ul de dTTP, 0,5µl de cada primer (10mM), 1,0µl de DNA da espécie, 0,2µl 

de Taq polimerase PHT e 16µl de H20 destilada. Todas as sondas foram marcadas com 

digoxigenin-11-dUTP. O programa seguido foi o mesmo utilizado para as amplificações 

iniciais. 

 

Hibridação in situ Fluorescente (FISH) 

Para o mapeamento físico das sequências de DNAs satélites foi utilizado o 

protocolo de Pinkel et al. (1986), com adaptações. Todas as lâminas foram coradas com 

DAPI (Vector Laboratories, Burlingame, Calif, USA), analisadas em fotomicroscópio 

óptico (Olympus BX61) e as imagens obtidas a partir do software Image Pro Plus 6.0 

(Media Cybernetics, Rockville, Md.USA). As composições finais das imagens foram 

realizadas com o auxílio do software Adobe Photoshop CS6. 

 

Resultados  

 Todas as células, de todos os exemplares de Characidium sp. aff. C. vidali 

apresentaram cromossomos B, embora mitoticamente instáveis. Um número médio de 

cromossomos B por célula foi anotado para cada uma, como representado na Tabela 1. 

 O sequenciamento massivo realizado a partir do DNA genômico das três fêmeas 

de Characidium sp. aff. C. vidali gerou três bibliotecas, que após análises prévias de 

bioinformática, foram agrupadas e analisadas como uma única biblioteca. Na primeira 

rodada e filtragem do RepeatExplorer foram obtidos 12 diferentes DNAs satélites. Em 

cada análise subsequente, os satélites já encontrados passavam a ser incorporados a uma 

base de dados, utilizada nas próximas filtragens, e assim, satélites que já haviam sido 

analisados, não foram considerados novamente. Na segunda, terceira e quarta rodadas 

seguidas de filtragem (RepeatExplorer), apenas um satélite foi obtido em cada. Ao final 

então, um total de 15 sequências de DNAs satélites foram obtidas e todos foram 

utilizados para o desenho dos primers (Tabela 3).  
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Figura 1: Cromossomos metafásicos de Characidium sp. aff. C. vidali após Hibridação 

in situ  Fluorescente com diferentes sondas de DNA satélites. Os asteriscos destacam os 

cromossomos B.  

 

De acordo com os dados obtidos por mapeamento físico, apenas seis sondas de 

DNAs satélites mostraram resultados satisfatórios após as hibridações, porém, nenhuma 

delas apresentou marcações nos cromossomos B de Characidium sp aff. C. vidali (Figura 

1). O DNA satélite CavSat01 marcou a região centromérica da maioria dos cromossomos 

da espécie, porém, nenhum sítio marcado foi observado nos supranumerários (Figura 1a). 

Já o DNA satélite CavSat02 foi observado no braço curto e no braço longo de pares 

submetacêntricos distintos (Figura 1b). Clusters de DNAsat CavSat14 marcaram o braço 

curto de dois pares submetacêntricos, e o braço longo de um par submetacêntrico (Figura 

1c). A sequência de CavSat07 foi observada no braço longo de um par metacêntrico 

médio (Figura 1d), enquanto CavSat10 marcou o braço longo de um par submetacêntrico 

(Figura 1e). Por fim, o CavSat15 foi observado clusterizado na porção pericentromérica 

de um pequeno metacêntrico, sendo identificado apenas em um dos homólogos (Figura 

1f). 

 

Discussão 

 Como no presente trabalho todos os espécimes apresentaram cromossomos B em 

suas células, foi necessário o sequenciamento massivo do genoma de três fêmeas de 

Characidium sp. aff. C. vidali, e unir as três bibliotecas geradas para o desenvolvimento 

das metodologias para proporcionar uma análise mais robusta quanto a busca por DNAs 

satélites.  

 Os resultados obtidos com o mapeamento físico das sondas de DNAs satélites 

mostram que, nenhuma das seis sequências apresentam homologia com os cromossomos 

B de Characidium sp. aff. C. vidali. Porém, vale ressaltar que o satélite CavSat01 

apresentou um acúmulo preferencial pela região pericentromérica da maioria dos 

cromossomos do complemento A, e como já foi apontado em outros estudos, essa região 

também é marcada por heterocromatina constitutiva  (Scacchetti et al. 2015; Capítulo 1), 

o que indica que as sequências repetitivas acumuladas nos supranumerários (totalmente 

heterocromáticos), não corresponde a repetições de CavSat01. Os demais satélites 

parecem ter se espalhado por um número menor de cromossomos dentro do cariótipo de 

Characidium sp. aff. C. vidali.  
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O padrão observado para o CavSat01 se assemelha ao padrão encontrado para os 

satélites ApaSat02-236 e ApaSat04-233 em A. paranae. Nesta espécie, estes dois DNAs 

satélites estão entre os mais abundantes e podem desempenhar um papel na função 

centromérica (Silva et al. 2017). Usualmente é assumido que o satélite mais abundante 

em uma espécie desempenha a função centromérica (Melters et al. 2013). Entrentanto, 

em algumas espécies foi observado que os DNAs satélites localizados nesta região podem 

ocupar outras posições na ordem de abundância, como em E. monticola, onde o satélite 

encontrado na região pericentromérica ocupa a oitava posição nesta escala (Ruiz-Ruano 

et al. 2016) e em A. paranae, onde os dois satélites citados ocupam a segunda e quarta 

posições (Silva et al. 2017). Em Characidium sp. aff. C. vidali, o CavSat01 é o mais 

abundante na escala  e mostra um acúmulo na região pericentromérica dos cromossomos. 

Assim, é possível propor que este DNAsat pode estar envolvido na função centromérica.  

O CavSat15 foi observado somente em um cromossomo em Characidium sp. aff. 

C. vidali, indicando que este DNA satélite está em fase inicial de clusterização no genoma 

da espécie. Os demais DNAs satélites foram observados em pares de cromossomos 

homólogos  mostrando que em Characidium sp. aff. C. vidali os mecanismos de 

disseminação deste tipo de sequência no genoma estão com atuação reduzida. Além disso, 

parece que o estágio de amplificação e clusterização destas sequências envolve uma alta 

taxa de recombinação entre os cromossomos homólogos.  

Quando se fala em cromossomos B, é instantâneo o reforço da ideia sobre 

elementos extras ao genoma padrão, ou ainda dispensáveis ao DNA hospedeiro. Tais 

informações são substanciais quando se tem em uma mesma população indivíduos 

portadores e não portadores de supranumerários, induzindo a curiosidade para se 

investigar o impacto dessas características no genótipo e/ou no fenótipo do organismo. 

No presente estudo, foi analisada uma população de peixes onde todos os indivíduos 

apresentaram células portadoras de cromossomos B, o que nos leva a pensar que, talvez 

para Characidium sp. aff. C. vidali os supranumerários sejam elementos importantes na 

composição do seu genoma.  

 Embora mitoticamente instáveis (com variação de 1 a 4 por célula), os 

cromossomos B de Characidium sp. aff. C. vidali compartilham da mesma morfologia, 

são totalmente heterocromáticos, e possuem sequências de quatro microssatélites 

acumulados em seu DNA (Capítulo 1), indicando que a espécie é portadora de apenas um 

tipo de supranumerário. Além disso, também foram observadas sequências teloméricas 

marcadas nas porções terminais destes supranumerários (Capítulo 1), e como é sabido, 
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tais sítios conferem estabilidade estrutural aos cromossomos (Meyne et al. 1990; Guerra 

et al. 2004), sendo então mais um indício de que estes cromossomos já estão bem 

estabelecidos nessa população de Characidium.  

Em Characidium, poucas espécies apresentam cromossomos B (Miyazawa e 

Galetti Jr. 1994; Pansonato-Alves et al. 2010, 2011, 2014; Scacchetti et al. 2015b; Serrano 

et al. 2017), e de acordo com Pansonato-Alves et al. (2014), a origem destes 

supranumerários tem ocorrido de maneira independente dentro do gênero. Até o 

momento, o único trabalho envolvendo sequenciamento massivo para explorar o 

conteúdo de cromossomos B em espécies de Characidium foi apresentada por Serrano 

(2016), que investigando DNAs satélites conseguiu propor que as duas variantes 

presentes em C. gomesi tiveram origem a partir de um ancestral comum, e que 

provavelmente os cromossomos sexuais foram os precursores dos supranumerários. 

 Embora as análises realizadas no presente estudo não tenham apresentado 

respostas diretas quanto a origem dos cromossomos B em Characidium sp. aff. C. vidali, 

o aprofundamento no conhecimento do satelitoma desta espécie agrega informações a 

respeito do conhecimento dos DNAs satélites em geral.  
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4. Considerações finais 

 

O mapeamento físico de diversas sequências repetitivas no genoma de Characidium sp. 

aff. C. vidali foi de extrema importância para conhecer sobre a estruturação 

cromossômica dessa população de peixes, e com isso agregar conhecimento sobre a 

evolução cariotípica do gênero.  

 

As sondas investigadas no genoma da espécie, quando comparadas com dados já 

reportados em literatura, nos leva a propor que do ponto de vista microestrutural, os 

cariótipos dos peixes pertencentes à Characidium têm sofrido constantes modificações, 

por esses peixes habitualmente formarem grupos pequenos, onde facilmente 

modificações cariotípicas podem acabar se fixando na população. 

 

Há evidências de que o genoma da espécie faça uso de mecanismos de reparo para evitar 

possíveis quebras que modifiquem estruturalmente seus cromossomos, e por 

consequência altere o número diploide e morfologia cromossômica, já considerados 

homogêneos para o grupo. Para suportar nossa hipótese, ressaltamos aqui a existência de 

sítios teloméricos intesticias (ITS), e os double-ITS em um pequeno grupo suportado 

filogeneticamente como monofilético e com resultados citomoleculares bastante 

particulares. 

 

Characidium sp. aff. C. vidali ocorre em condição simpátrica com Characidium vidali, e 

corroborando a literatura, apenas a primeira espécie seria portadora de cromossomos B. 

Para reforçar e dar maior confiabilidade à essa distinção de espécies, apresentamos pela 

primeira vez os resultados de topologias que confirmam a distância entre elas. 

  

Propusemos que os cromossomos B de Characidium sp. aff. C. vidali tiveram origem 

intraespecífica, e a ausência de marcações após a pintura cromossômica com a sonda 

CvpB evidencia que ao longo da evolução do genoma portador, estes supranumerários 

sofreram modificações em relação ao seu conteúdo genômico. 

 

Quando observados o padrão de distribuição de sequências teloméricas, assim como as 

marcações de quatro microssatélites, Characidium sp. aff. C. vidali mostrou informações 
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bastante semelhantes à outras três espécies do gênero, pois os mesmos motifis 

acumulados nos supranumerários da nossa espécie, já haviam sido descritos nos pares 

acrocêntricos de C. serrano, C. pterostictum e C. timbuiense. Adicionalmente, duas 

topologias obtidas no presente estudo mostraram que geneticamente e filogeneticamente 

as quatro espécies de Characidium são próximas, constituindo um grupo monofilético. 

Sendo assim, nossa proposta é que em um genoma ancestral ao clado que reúne as quatro 

espécies, um cromossomo submetacêntrico tenha passado por inversões pericêntricas, 

que em C. serrano, C. pterostictum e C. timbuiense deram origem ao par acrocêntrico, 

porém, em Characidium sp. aff. C. vidali este cromossomo pode ter sofrido uma quebra 

horizontal na região do centrômero, e originado dois cromossomos metacêntrios de menor 

tamanho (hipótese do isocromossomo). Ao longo da evolução cariotípica desta 

população, estes cromossomos sofreram modificações morfolólicas e genotípicas, e 

originaram os cromossomos B da espécie. 

 

Nossos resultados agregam informações para que futuramente mais estudos 

citomoleculares sejam realizados em conjunto com ferramentas filogenéticas, 

relacionando cada vez mais a organização genômica e os processos de distribuição das 

espécies e/ou populações de Characidium. 
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