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RESUMO 

 

   Dentre os peixes da região Neotropical, temos a família Characidae, cujo gênero 

Astyanax é o mais comum e diversificado, contando com 141 espécies validadas. 

Estudos com diversas espécies do grupo têm demonstrado um dinamismo populacional 

particular, que leva à formação de populações geneticamente muito variáveis, além da 

ocorrência de cromossomos B, que neste gênero apresentam intensos polimorfismos. 

Estes cromossomos são classificados como elementos adicionais e dispensáveis, e estão 

presentes em plantas, fungos e animais, de diferentes morfologias e frequência variada. 

Frente a isso, foram analisadas seis populações distintas de Astyanax bockmanni 

coletadas nas bacias do rio Tietê e Paranapanema, além de exemplares das espécies A. 

fasciatus e A. paranae portadores de cromossomos supranumerários. Os estudos se 

basearam em técnicas citogenéticas clássicas (coloração com Giemsa, impregnação com 

nitrato de Prata, e bandamento C) e moleculares (hibridação in situ fluorescente e Zoo-

FISH, por meio de sondas de DNAr 5S e 18S; genes para as histonas H1, H3; e 

elementos transponíveis Rex1, Rex3 e Rex6). Também realizamos a microdissecção, 

amplificação, marcação e hibridação de uma sonda B-específica do cromossomo B 

acrocêntrico de A. bockmanni, nomeada Babock. Os resultados indicaram que todos os 

exemplares de A. bockmanni e A. paranae apresentaram de 2n=50 cromossomos. Já A. 

fasciatus evidenciou 2n=46 cromossomos padrão. Todos os cariótipos das três espécies 

foram constituídos de cromossomos dos tipos metacêntricos, submetacêntricos, 

subtelocêntricos e acrocêntricos. Na espécie A. bockmanni (população Alambari), foram 

observados microcromossomos B acro e metacêntricos. Supranumerários meta, acro e 

subtelocêntricos observados na espécie A. fasciatus, e cromossomos B do tipo 

metacêntricos em A. paranae. As seis populações de A. bockmanni apresentaram 

divergências da heterocromatina constitutiva e RONs múltiplas, com exceção da 

população do rio Capivara, que indicou um sistema de RONs simples. Adicionalmente, 

o DNAr 18S revelou múltiplas marcações e polimorfismo inter e intra individual, 

confirmando o que foi previamente constatado pela impregnação com Prata. Por outro 

lado, o DNAr 5S foi localizado apenas em dois pares cromossômicos nas mesmas 

populações. A aplicação da FISH com o gene para a histona H1 também evidenciou 

marcações apenas em dois pares cromossômicos, com predomínio destes sítios em 
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cromossomos metacêntricos. Em cinco, das seis populações de A. bockmanni, a sonda 

H3 apresentou grandes blocos marcados na região terminal de quatro cromossomos. 

Excepcionalmente, a população do córrego Alambari apresentou este gene na região 

terminal de sete cromossomos, alguns inclusive, não homólogos entre si. Os elementos 

transposons Rex1 e Rex6 exibiram pequenos sítios dispersos ao longo da maioria dos 

cromossomos das seis populações analisadas. O elemento Rex3 revelou um grande 

bloco concentrado apenas num único cromossomo acrocêntrico nas populações Barra 

Seca e Batalha. Nas populações Capivara e Véu de Noiva, este elemento concentra 

grandes blocos em alguns cromossomos distintos. Adicionalmente, as populações 

Alambari e Campo Novo indicaram pequenos sítios distribuídos na maioria dos 

cromossomos padrão. Sinais conspícuos dos transposons Rex1, Rex3 e Rex6 também 

foram reportados no microcromossomo B de A. bockmanni. A FISH e a Zoo-FISH da 

sonda B-específica (Babock) foi realizada em seis populações A. bockmanni, e aplicada 

nas espécies A. fasciatus e A. paranae, respectivamente. Os resultados levantados 

indicaram uma pintura cromossômica total dos supranumerários de A. bockmanni, além 

de sequências homólogas com alguns cromossomos padrão. A Zoo-FISH indicou sinais 

de hibridação desta sonda no cromossomo Bst de A. fasciatus, com incidência de sítios 

homólogos a cromossomos padrão. Não foram observadas homologias entre a sonda B-

específica e os cromossomos B e padrão da espécie A. paranae. Concluímos, portanto, 

que há uma conservação cromossômica entre as diferentes populações de A. bockmanni 

das duas bacias hidrográficas analisadas, entretanto, diferenças na distribuição 

cariotípica, RONs, heterocromatina e genes ribossomais, histônicos e transposons foram 

observadas entre elas, com destaque para a população Alambari que além da presença 

de cromossomos B portando elementos transponíveis Rex1, Rex3 e Rex6, apresentou 

ampla ocorrência da histona H3 em seu genoma. Pesquisas adicionais, como o 

sequenciamento genômico destes indivíduos poderiam explicar, em nível de sequência, 

a ocorrência destas particularidades apenas nesta população. Ainda, o diagnóstico de 

sequências compartilhadas entre a sonda B-específica de A. bockmanni e cromossomos 

autossomos de outras espécies e populações, nos permite inferir uma possível origem 

destes elementos a partir de um cromossomo B ancestral. Logo, estudos desta natureza 

além de gerar informações sobre a constituição e distribuição do material genético de 

cromossomos B, fornecem subsídios para um melhor entendimento sobre sua origem, 

manutenção e evolução no grupo. 
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ABSTRACT 

 

   Among the fish of the Neotropical region, we have the Characidae family whose 

genus Astyanax is the most common and diverse, with 141 species validated. Studies 

with several species of the group have shown a particular population dynamics, leading 

to the formation of genetically variable populations, besides the occurrence of B 

chromosomes, which in this genus exhibit intense polymorphisms. These chromosomes 

are classified as additional elements dispensable, and are present in plants, fungi and 

animals of varying frequencies and morphologies. So, six distinct populations of 

Astyanax bockmanni collected in the basins of the Tietê and Paranapanema were 

analyzed, beyond samples of the species A. fasciatus and A. paranae carriers of 

supernumerary chromosomes. The studies were based on classical cytogenetic 

techniques (Giemsa staining, impregnation with silver nitrate, and C-banding), and 

molecular (fluorescence in situ hybridization FISH and animal by means of 18S and 5S 

rRNA probes; genes for histones H1, H3, and transposable elements Rex1, Rex3 and 

Rex6). We also performed microdissection, amplification, marking and hybridization of 

a B-specific probe acrocentric B chromosome of A. bockmanni, named Babock. The 

results indicated that all specimens of A. bockmanni and A. paranae presented 2n=50 

chromosomes. A. fasciatus showed 2n=46 chromosomes default. All karyotypes of the 

three species were made up of chromosomes metacentric, submetacentric, 

subtelocentric and acrocentric types. The species A. bockmanni (Alambari population) 

were observed B microchromosomes metacentric and acro Supernumerary, were acro 

and subtelocentric observed in the species A. fasciatus, and the metacentric B 

chromosomes in type A. paranae. The six populations of A. bockmanni showed 

differences in the constitutive heterochromatin and multiple NOR except the population 

Capivara river, which indicated a simple NOR system. Additionally, the 18S rRNA 

gene revealed multiple markings and inter and intra-individual polymorphism, 

confirming what was previously reported by impregnation with silver. In contrast, the 

5S rDNA was located only in two pairs on the same chromosome populations. The 

application of FISH with the gene for histone H1 tags showed only two chromosome 

pairs hybridized, with a predominance of these sites in metacentric chromosomes. In 

five of the six populations of A. bockmanni, the H3 probe showed large blocks marked 

on four chromosomes in terminal region. Exceptionally, the population Alambari 

presented this gene terminally on seven chromosomes, including some not homologous 
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to each other. The transposons elements Rex6 and Rex1 exhibited small scattered along 

most chromosomes of the six populations analyzed sites. The Rex3 element revealed a 

large block concentrated in only one acrocentric chromosome at the populations Barra 

Seca and Batalha streams. In the Capivara and Véu de Noiva populations, this element 

focuses on large only blocks some distinct chromosomes. Additionally, Alambari and 

Campo Novo populations indicated small sites distributed in most standard 

chromosomes. Conspicuous signs of transposons Rex1, Rex3 and Rex6 were also 

reported us B microchromosome of A. bockmanni. The Zoo-FISH and FISH Probe B-

specific (Babock) was performed in six populations A. bockmanni, and applied to the 

species A. fasciatus and A. paranae respectively. The results indicated an overall 

supernumerary chromosome painting of A. bockmanni, and homologous sequences with 

some standard chromosomes. The Zoo-FISH showed signs of hybridization of this 

probe on chromosome Bst of A. fasciatus, with an incidence of homologous 

chromosomes standard sites. No homologies were observed between the probe B-

specific and B chromosomes and pattern of A. paranae. We therefore conclude, that 

there is a chromosomal conservation among different populations of A. bockmanni of 

two watersheds analyzed, however, differences in karyotype distribution, NORs, 

heterochromatin and ribosomal genes, histones and transposons genes were observed 

between them, highlighting the Alambari population and the presence of B 

chromosomes carrying transposable elements Rex1, Rex3 and Rex6, showed widespread 

occurrence of histone H3 in its genome. Further research, such as genomic sequencing 

of these individuals could explain, in sequence level, the occurrence of these 

characteristics only in this population. In addition, the diagnostic probe sequences 

shared between B-specific A. bockmanni chromosomes and autosomes of other species 

and populations, allows us to infer a possible origin of these elements from ancestor B 

chromosome. Therefore, studies of this nature in addition to generating information on 

the formation and distribution of genetic material from B chromosome, provides a basis 

for a better understanding of its origin, maintenance and evolution in the group. 
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1  INTRODUÇÃO 

 

1.1  Aspectos gerais sobre a família Characidae 

 

De acordo com Nelson (2006), a ordem Characiformes é composta por 18 

famílias, 270 gêneros, e aproximadamente 1674 espécies, os quais podem ser 

diferenciados dos demais grupos por possuírem o corpo coberto por finas escamas 

(exceto a cabeça), presença de nadadeiras pélvicas ou ventrais, geralmente situadas após 

a inserção das nadadeiras peitorais, ocorrência de raios nas nadadeiras moles (Britski et 

al., 1999). Além disso, apresentam grande variação em sua estrutura corpórea, 

mandibular e anatomia interna, dieta diversificada, e são encontrados nos mais 

diferentes ecossistemas (Vari, 1998). 

Das famílias que compõe a ordem Characiforme, a família Characidae é 

considerada uma das mais numerosas e complexas dentre os peixes de águas 

continentais da América do Sul (Nelson, 2006), com aproximadamente 780 espécies 

válidas (Froese e Pauly, 2010), onde o grande número de espécies incluídas nesta 

família pode estar diretamente associado às variedades e diferentes morfologias 

encontradas, o que dificulta proposições de classificação, de modo que as relações de 

parentesco com as demais famílias Characiformes têm sido muito prejudicadas, 

(Lucena, 1993). 

Dentre os Characidae distribuídos na região Neotropical, o gênero Astyanax é o 

mais diversificado (Lucena et al., 2013), e estudos sistemáticos têm enfatizado que os 

representantes deste grupo compõem complexos de espécies e taxonomia controversa 

(Reis et al., 2003), como por exemplo, os já conhecidos complexos Astyanax 

scabripinnis e A. fasciatus, assim definidos por Moreira-Filho e Bertollo (1991) e 
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Artoni et al. (2006), baseando-se principalmente em caracteres morfológicos e 

cromossômicos em seus estudos. Tal fato só comprova a necessidade de estudos 

citogenéticos adicionais neste grupo de peixes, uma vez que diversas espécies que o 

compõe nem ao menos foram reconhecidas como espécies, e encontram-se alocadas em 

diferentes grupos ou complexos. 

 

1.2  Estudos citogenéticos em peixes: aplicação no grupo Astyanax 

 

Até a década de 1970, estudos citogenéticos em peixes eram muito limitados 

quanto às informações relacionadas ao genoma desse grupo animal, onde a citogenética 

clássica era a mais difundida, empregando principalmente as técnicas de coloração 

convencional com Giemsa, bandamento C, e localização das NORs através da coloração 

por nitrato de Prata (Ag-NOR) (Santi-Rampazzo et al., 2008). Na década seguinte, com 

o advento da citogenética molecular, começaram a emergir informações mais detalhadas 

principalmente relacionadas à hibridação in situ fluorescente (FISH) (Meltzer et al., 

1992). Dessa forma, a utilização das sondas produzidas a partir de DNAr tornaram-se 

importantes ferramentas nos estudos relacionados à composição, evolução e estrutura do 

material genético dos cromossomos em peixes (Silva et al., 2013; Voltolin et al., 2013). 

O gênero Astyanax (Characiformes, Characidae) foi inicialmente proposto por 

Baird e Girard (1854), com sua primeira revisão mais completa feita por Eigenmann 

(1921), na época validando 74 espécies, hoje estes números já somam 241 espécies, 

podendo ainda, chegar a aproximadamente 233 (Eschmeyer, 2013), as quais habitam 

diversos ambientes, com grande preferência por cabeceiras de pequenos rios, riachos e 

córregos (Garutti e Britski, 2000; Vari e Castro, 2007) e são abundantes na maioria das 

bacias hidrográficas brasileiras (Lima et al., 2003). 
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As espécies pertencentes a este grupo apresentam uma diversidade acentuada 

quanto ao número diplóide, que variam desde 2n=36 cromossomos em A. schubarti 

(Morelli et al., 1983; Daniel-Silva e Almeida-Toledo, 2001; Moreira-Filho et al., 2001) 

a 2n=50 cromossomos em A. bockmanni (Kavalco et al., 2009; Hashimoto e Porto-

Foresti, 2010; Fernandes et al., 2010; Hashimoto et al., 2011; Daniel et al., 2012; Silva 

et al., 2013). Além disso, pode-se notar uma variação quanto à morfologia 

cromossômica, presença de cromossomos supranumerários e triploidia natural entre 

outras (Fauaz et al., 1994; Mestriner et al., 2000; Moreira-Filho et al., 2001; Hashimoto 

et al., 2008; Daniel et al., 2012; Silva et al., 2013). Essas variações são relacionadas à 

altitude, diferenciação sexual ou ainda poluição ambiental (Porto-Foresti et al., 1997; 

Néo et al., 2000). 

Estudos com diversas espécies do gênero Astyanax têm demonstrado um 

dinamismo populacional particular, que pode levar à formação de populações 

geneticamente variáveis (Vari e Castro, 2007). Aplicada ao grupo, a técnica de banda C 

têm revelado a ocorrência de considerável quantidade de polimorfismos 

cromossômicos, isto é, segmentos que variam em tamanho entre os indivíduos. 

Ocorrem, além disso, diferenças em relação à quantidade e posição das marcações 

(Mizoguchi e Martins-Santos, 1998). Na literatura são descritas várias hipóteses para 

explicar este intenso polimorfismo de blocos heterocromáticos entre indivíduos, 

populações e espécies, além de representar uma técnica de excelente custo benefício e 

importante marcador na diferenciação dos cromossomos do complemento padrão 

(Mizoguchi e Martins-Santos, 1998). 

Quanto às Regiões Organizadoras de Nucléolo (NORs) o gênero Astyanax de 

uma forma geral, muitas vezes apresenta marcações múltiplas, padrão frequentemente 

observado em diversas populações e espécies (Maistro et al., 2000; Kavalco e Moreira-
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Filho, 2003; Ferreira-Neto et al., 2009; Da Silva et al., 2012; Ferreira-Neto et al., 2012; 

Machado et al., 2012), entretanto, em algumas populações do grupo estas marcações 

podem apresentar um padrão de distribuição simples (Kavalco et al., 2004; Ferreira-

Neto et al., 2009; Fernandes et al., 2010; Kavalco et al., 2011), ou ainda polimórficos 

(Mantovani et al., 2000; Hashimoto e Porto-Foresti, 2010; Santos et al., 2013). 

Inserida no gênero Astyanax, encontramos a espécie A. bockmanni, caracterizada 

por uma confluência de características particulares em relação às demais espécies do 

grupo (Vari e Castro, 2007). O primeiro trabalho citogenético realizado em A. 

bockmanni é creditado à Kavalco et al. (2009), que descreveram a distribuição 

cromossômica de duas populações da bacia do rio Paranapanema, com múltiplas NORs 

visualizadas na maioria das vezes em pontos terminais dos cromossomos. Pequenas 

quantidades de heterocromatina constitutiva foram localizadas na região terminal de 

dois pares cromossômicos. 

Posteriormente, Hashimoto e Porto-Foresti (2010) descreveram a composição 

cariotípica em duas populações provenientes de efluentes da bacia do rio Tietê, e 

observaram elevado polimorfismo das regiões heterocromáticas em ambas as 

populações, além de um alto grau de variabilidade intra e inter individuais das NORs 

em vários cromossomos das mesmas populações. Recentemente, alguns trabalhos vêm 

abordando o uso de marcadores citogenéticos aliados a análises de sequências de DNA 

nesta espécie (Hashimoto et al., 2011; Silva et al., 2013), evidenciando que estes 

marcadores são úteis e de suma importância na busca de ferramentas que auxiliem na 

elucidação dos inúmeros processos evolutivos envolvidos na diferenciação cariotípica 

de peixes, principalmente nas espécies do gênero Astyanax, reconhecidamente de difícil 

caracterização morfológica. 
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Assim, considerando a intensa variabilidade cariotípica em representantes do 

gênero Astyanax (Hashimoto et al., 2011), ampla distribuição geográfica (Zanata e 

Camelier, 2009), alta plasticidade fenotípica, grande capacidade de se adaptar aos mais 

diversos ambientes (Dowling et al., 2002), rápida especialização ecológica e 

diferenciação morfológica (Reeves e Bermingham, 2006), estudos citogenéticos 

representam excelentes ferramentas na busca de um melhor conhecimento da 

sistemática de determinados grupos de peixes, contribuindo de forma significativa para 

uma inferência mais precisa das relações filogenéticas, estrutura e evolução cariotípica 

destes grupo animal. 

 

1.3  O estudo de DNAs repetitivos em peixes 

 

Organismos eucariotos apresentam em seus cromossomos grande fração de 

segmentos de DNA repetitivo, que aparentemente, não são encontrados em indivíduos 

procariontes (Camacho et al., 2002). O uso destas sequências como marcadores 

cromossômicos têm revelado informações significativas nos estudos citogenéticos em 

peixes nos últimos anos, auxiliando de forma direta no entendimento das estruturas 

envolvidas na evolução de genomas, origem e evolução de cromossomos 

supranumerários, diferenciação sexual, e rearranjos cromossômicos (Voltolin et al., 

2010). 

Além disso, diferentes pesquisas têm demonstrado que as sequências repetitivas 

não estão distribuídas ao acaso no genoma de muitos organismos (Bueno et al., 2013), 

mas ligadas a regiões intergênicas, heterocromáticas, e em alguns casos, envolvendo 

elementos transponíveis (Charlesworth et al., 1994; Martins et al., 2013; Silva et al., 

2013). Apesar disso, na grande maioria das espécies de peixes estudadas, uma fração 
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esmagadora das pesquisas são voltadas para o ponto de vista descritivo do numero e 

localização de sítios de DNAr, principalmente do gene 18S. Somado a isso, pesquisas 

objetivando averiguar de forma clara se os sítios CMA3 e DNAr 18S são equivalentes, 

ou se são apenas regiões heterocromáticas ricas em GC são reportadas (Martins e 

Galetti, 1999). 

Em relação ao gene ribossomal 5S, diversos trabalhos em diferentes espécies de 

peixes reportam a localização do sítio apenas em dois pares cromossômicos, 

principalmente em regiões intersticiais (Vicente et al., 2001; Hashimoto et al., 2011). 

Este padrão de localização intersticial parece estar relacionado a vantagens na 

organização desse gene em peixes e em outros vertebrados (Guerra, 2004), entretanto, 

sítios do gene 5S também podem ser reportados em regiões teloméricas e 

pericentroméricas em peixes (Molina e Galetti, 2002). Em diversas espécies do grupo 

Astyanax, frequentemente são relatados sítios homólogos de DNAr 5S (Almeida-Toledo 

et al., 2002; Hashimoto et al;. 2011; Silva et al., 2013), sugerindo que a localização 

deste gene nos cromossomos deste gênero mantiveram-se conservados acerca dos 

diversos fatores evolutivos a que foram submetidos. 

O mapeamento físico de sequências repetitivas dos genes para Histona em 

peixes também tem sido utilizado com relativo sucesso. Hashimoto et al. (2011), ao 

mapearem os padrões de distribuição do gene para a histona H1 em três espécies do 

gênero Astyanax, verificaram que este se encontrava em sintenia com o DNAr 5S em 

um par cromossômico, sugerindo que esta seria uma condição comum ao gênero. Além 

disso, os autores sugerem que as espécies A. bockmanni e A. fasciatus são mais 

relacionadas comparadas à A. altiparanae, justamente com o advento de que ambas 

possuem clusters adicionais de DNAr 5S em um par de cromossomos acrocêntricos, 
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característica não observada em A. altiparanae. Esta teoria foi posteriormente 

confirmada com o sequenciamento destes genes.  

Recentemente, Silva et al. (2013) mapearam os genes para a histona H1, H3 e 

H4 em duas populações de A. bockmanni. Os autores identificaram que os três genes 

estão distribuídos e co-localizados em dois pares cromossômicos nas duas populações, 

indicando que os sítios desta família multigênica encontram-se muito bem conservados. 

Resultados semelhantes foram diagnosticados por Pansonato-Alves et al. (2013) em A. 

fasciatus. Assim, apesar de existirem diversos estudos voltados à estrutura, 

funcionalidade e evolução de proteínas histônicas (Ramakrishnan et al., 1993), no grupo 

dos peixes apenas algumas espécies tiveram estes genes mapeados, e ainda de forma 

fragmentada ou isolada. 

Outro enfoque utilizando sequências repetitivas são os estudos sobre filogenia 

(Hashimoto et al., 2011; Pansonato-Alves et al., 2013a,b). Garrido-Ramos et al. (1994) 

caracterizaram uma família de sequências de DNA satélite do genoma de Sparus 

aurata, que aliada à técnica de FISH evidenciaram que todas as sondas derivadas dessa 

família de DNA satélite hibridava apenas em regiões centroméricas de todos os 

cromossomos do complemento padrão. Garrido-Ramos et al. (1999) realizaram um 

estudo sobre sequências satélites em exemplares da família Sparidae, e os resultados 

indicaram pelo menos dois grupos monofiléticos identificados com base nessas 

sequências. Em trabalho semelhante, Robles et al. (2004) isolaram um DNA satélite 

denominado PstI e pesquisaram sobre as relações filogenéticas entre várias espécies do 

gênero Acipenser. Segundo os próprios autores, este satélite evidenciou elevado grau de 

conservação em 13 espécies deste grupo, correspondendo a um dos DNA satélites mais 

antigos datados até o momento. 
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Além dos estudos relatados anteriormente, podemos incluir ainda as pesquisas 

envolvendo os elementos transponíveis (TEs) transposons. TEs são sequências de DNA 

repetitivo, constituídas por um grupo de segmentos com capacidade de se mover ao 

longo dos cromossomos, ou ainda transpor entre locais não homólogos dentro do 

genoma (Ferreira et al., 2011a,b). Estes elementos normalmente organizam-se de forma 

distinta nas mais variadas espécies, distribuindo-se e ocupando geralmente regiões 

eucromáticas (Ferreira et al., 2011a; Cox et al., 2012). O mapeamento físico destes 

elementos em peixes têm mostrado padrões de distribuição similares nos mais diferentes 

grupos, com exceções de algumas espécies (Ferreira et al., 2011b). Assim, é plausível 

aceitar que estes elementos possam se acumular em regiões específicas dentro de cada 

grupo, onde a tendência ao acúmulo parece ser compartilhada (Valente et al., 2011). 

Entre os diversos retroelementos encontrados em peixes, os transposons da família Rex 

parecem ser os mais abundantes em diferentes Teleósteos (Volff et al., 1999, 2000, 

2001; Böhne et al., 2008; Ferreira et al, 2011; Pansonato-Alves et al., 2013a,b). 

Segundo Volff et al. (2001), os transposons Rex1, Rex3 e Rex6 correspondem a 

repetições não-LTRs, que têm se mantido ativas durante a evolução de diferentes 

linhagens de peixes. 

Estudos envolvendo sequências repetitivas também têm sido realizados na busca 

da elucidação sobre a origem e evolução de cromossomos supranumerários em peixes 

(Voltolin et al., 2010, 2013; Vicari et al., 2011), bem como na identificação de 

sequências sexo-específicas (Cioffi et al., 2011; Machado et al., 2012). Em estudo 

pioneiro, Mestriner et al. (2000) isolaram uma sequência de DNA satélite composta por 

51pb, denominada KpnI, e descreveram a composição genética de uma família de DNA 

repetitivo em cromossomos supranumerários de Astyanax scabripinnis. Os autores 

verificaram que esse satélite também está presente na região terminal de vários 
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cromossomos do complemento padrão, além da região intersticial de ambos os braços 

do cromossomo B. Estes resultados ajudaram a reforçar a hipótese de que esse 

cromossomo B seria um isocromossomo. 

Em Prochilodus lineatus, uma das sequências satélites isoladas por Jesus et al. 

(2003) foi observada em todos os cromossomos B, além de vários cromossomos do 

complemento padrão, o que levou os autores proporem uma origem destes elementos 

através de cromossomos do complemento padrão. Paralelamente, Ferreira e Martins 

(2008) caracterizaram sequências de DNA repetitivo no genoma de Oreochromis 

niloticus, e observaram uma distribuição de elementos repetitivos em regiões 

centroméricas e teloméricas. Ainda de acordo com os autores, anteriormente nesta 

mesma espécie, o acúmulo dessas sequências repetitivas em cromossomos sexuais foi 

observado de forma bem diferente, sugerindo que o DNA repetitivo teria um papel 

importante na diferenciação sexual. 

Portanto, embora o DNA repetitivo tenha sido estudado nos grupos de 

invertebrados e mamíferos, em peixes, devido ao grande número de espécies descritas, 

vemos que ainda é limitado o número de informações acerca da sua distribuição e 

organização genômica (Ferreira et al., 2011b). Logo, estudar estas sequências significa 

avançarmos no conhecimento sobre a organização genômica e a dinâmica com que estas 

sequências têm evoluído nestes organismos. 

 

1.4  Cromossomos B em peixes: ênfase no gênero Astyanax 

 

Em estudo detalhado, Houben et al. (2013) definem os cromossomos B como 

cromossomos adicionais ao conjunto de cromossomos normais. Estes elementos 

adicionais apresentam herança não-mendeliana e têm sido amplamente descritos em 
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milhares de animais, plantas, fungos e outras espécies, mas ainda são um mistério 

evolutivo desde a sua primeira descoberta, mais de cem anos atrás. São encontrados em 

alguns indivíduos de uma determinada população, e podem variar em número inter e 

intra-individualmente. Diferentes tipos morfológicos de cromossomos B podem existir 

dentro de uma única espécie. Em algumas espécies a sua presença pode até mesmo 

ultrapassar o número dos cromossomos A. 

Inicialmente, e até há pouco tempo, os cromossomos B foram considerados 

como elementos não-funcionais, e sem deter quaisquer genes essenciais, uma vez que 

são dispensáveis para crescimento normal de seu portador, ainda, a maioria dos 

cromossomos B não confere qualquer vantagem sobre os organismos que os mantém 

(Houben et al., 2013), podendo ser pensados como parasitas ou elementos egoístas que 

persistem nas populações (Manrique-Poyato et al., 2013), fazendo uso da maquinaria 

celular necessária para a herança e a manutenção deste tipo cromossômico (Cabrero et 

al., 2013). Quando presentes em número reduzido, os supranumerários geralmente têm 

pouco ou nenhum impacto sobre os portadores. No entanto, aumento do número dos 

cromossomos B podem causar diferenças fenotípicas e reduzir a fertilidade em alguns 

casos (Camacho et al., 2000; Jones e Houben, 2003; Camacho, 2005). 

Segundo Camacho et al. (2000), provavelmente os cromossomos 

supranumerários teriam surgido de cromossomos presentes no complemento A, porém 

não seguem o mesmo caminho evolutivo. No reino animal, estes elementos extras já 

foram observados em 500 espécies (Camacho, 2005), e destas espécies, 38 são peixes 

neotropicais, correspondendo a 1,5% dos peixes cariotipados nesta região (Oliveira et 

al., 2009), entretanto, de acordo com Penitente et al. (in prep.) levantamentos recentes 

sugerem que estes números podem chegar a casa de 56 espécies de peixes portadoras de 
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cromossomos supranumerários, com as ordens Characiformes e Siluriformes 

consideradas as mais representativas. 

Em peixes, comumente são reportados morfotipos de cromossomos B, os quais 

recebem algumas conotações. Em revisão realizada por Moreira-Filho et al. (2004), os 

autores utilizam as expressões BM, Bm, BSM e Bmicro para ilustrar o tipo de 

cromossomos B na espécie A. scabripinnis, onde BM corresponde a um cromossomo B 

metacêntrico grande, Bm a um cromossomo B metacêntrico pequeno, e assim 

sucessivamente, com a primeira letra sempre discriminando um cromossomo B, e a 

segunda discriminando a sua morfologia. Se a segunda letra for maiúscula, significa que 

refere-se a um cromossomo B de tamanho grande ou médio (chamados de 

macrocromossomos), entretanto se a segunda letra for minúscula, trata-se de um 

cromossomo pequeno, também chamados de microcromossomo. Esta conotação em 

referência à cromossomos supranumerários é atualmente adotada por diversos autores, e 

muito bem aceita pela comunidade científica. 

Em relação ao tamanho, podemos destacar vários exemplos da variação de 

ocorrência dos supranumerários, como os macrocromossomos B de ocorrência no 

gênero Astyanax (Maistro et al., 1992; Néo et al., 2000; Moreira-Filho et al., 2001, 

2004; Daniel et al., 2012), cromossomos B de tamanho médio no gênero Rhamdia 

(Fenocchio et al., 2000), e microcromossomos B no gênero Prochilodus (Artoni et al., 

2006; Voltolin et al., 2010, 2013; Penitente et al., 2013) entre outros. Em Astyanax, 

pesquisas indicam a incidência destes elementos adicionais em pelo menos oito 

espécies, as quais correspondem a A. fasciatus (Moreira-Filho et al., 2001), A. 

altiparanae (Hashimoto et al., 2008), A. scabripinnis (Moreira-Filho et al., 2001), A. 

bockmanni (Hashimoto et al., 2011), A. schubart (Moreira-Filho et al., 2001), A. 

mexicanus (Kavalco e Almeida-Toledo, 2007), A. goyacensis (Santos et al., 2013) e A. 
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paranae (citado como Astyanax scabrippinis paranae em Porto-Foresti et al., 1997). 

Entretanto, apesar de várias espécies do grupo exibir cromossomos supranumerários em 

seu genoma, até a pouco tempo um maior número de estudos era direcionado à A. 

scabripinnis, provavelmente devido à elevada recorrência destes elementos em diversas 

populações desta espécie (Moreira-Filho et al., 2001, 2004). Atualmente, existem vários 

grupos de pesquisadores dedicados a um maior conhecimento de supranumerários no 

gênero Astyanax. 

Dentre os vários tipos de supranumerários reportados em A. scabripinnis, a 

variante BM, similar ao maior cromossomo do complemento A, é a que apresenta maior 

distribuição em populações naturais (Moreira-Filho et al., 2004). Provavelmente, este 

cromossomo corresponda a um morfotipo ancestral nesta espécie, pois também é 

observado em outras espécies do gênero. Além disso, fortes evidências sugerem que 

este BM trata-se de um isocromossomo, com homologia funcional e estrutural entre seus 

dois braços. As variantes BSM e Bm (um grande submetacêntrico e um pequeno 

metacêntrico, respectivamente) representam raras ocorrências, provavelmente derivadas 

de rearranjos estruturais do cromossomo BM. Adicionalmente, microcromossomos B 

são encontrados apenas em algumas populações Moreira-Filho et al. (2004). 

Maistro et al. (1999) sugerem que o cromossomo B de A. scabripinnis paranae 

teria surgido pela não disjunção do primeiro par de cromossomos metacêntricos, o que 

teria gerado um elemento trissômico, e posteriormente seguido um caminho evolutivo 

independente. Mestriner et al. (2000) indicam uma origem dos supranumerários de A. 

scabripinnis a partir de cromossomos A. Através da análise de células meióticas, os 

autores verificaram que o cromossomo B não segue uma herança mendeliana, formando 

univalentes durante a fase meiótica por meio do auto-pareamento de seus braços e além 

disso, mapearam no cromossomo B um tipo de DNA satélite chamado de As-51. A 
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localização deste DNA satélite em posições simétricas nos braços do cromossomo B, 

somado ao seu auto-pareamento na meiose, permitiu aos autores proporem que este 

cromossomo B seria um isocromossomo, formado inclusive, a partir da divisão 

incorreta e não disjunção das cromátides do par cromossômico 24, rico em sequências 

As-51. Apesar disso, uma origem a partir de cromossomos autossomos ainda não está 

completamente elucidada, portanto, não pode ser descartada (Mestriner et al., 2000). 

Apesar de diversas populações de A. bockmanni já terem sido analisadas e 

cariotipadas citogeneticamente, até o momento apenas uma população desta espécie foi 

descrita portando cromossomos supranumerários. De acordo com Daniel et al. (2012) 

são descritos três morfotipos de cromossomos B para A. bockmanni, os quais 

correspondem a um macrocromossomo B (BM) similar ao primeiro par cromossômico e 

dois microcromossomos B (Ba e Bm), menores que todos os cromossomos observados 

no complemento padrão. Esta população revela uma significativa variação numérica e 

intraindividual destes elementos, com ocorrência dos dois morfotipos de 

microcromossomos B em uma mesma célula, mas nenhum macrocromossomo B 

conjuntamente a um microcromossomo. Os autores informam ainda que os 

microcromossomos B observados revelam uma parcialidade em relação a 

heterocromatina constitutiva, e o macrocromossomo B esboça um padrão totalmente 

heterocromático. 

 

1.6  Considerações gerais sobre Microdissecção Cromossômica 

 

A microdissecção cromossômica é uma técnica citogenética molecular muito 

utilizada hoje em dia nos processos de diferenciação cromossômica. Esta técnica, 

inicialmente introduzida para estudos em humanos tinha como objetivos a construção de 
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uma biblioteca do par cromossômico dois, através da aplicação de diversos fragmentos 

cromossômicos dissecados de metáfases não coradas ou bandeadas (Bates et al., 1986). 

Alguns anos mais tarde, Ludecke et al. (1989) publicaram um procedimento de 

microdissecção no qual era utilizada a técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction) 

para amplificar pequenas quantidades de DNA dos cromossomos dissecados. 

Posteriormente, esta prática foi aperfeiçoada, e dissecações de bandas específicas de 

cromossomos Bandeados através da técnica GTG passaram a ser possíveis (Senger et 

al., 1990). 

No início da década de 90, Meltzer et al. (1992) e Deng et al. (1992) 

desenvolveram a técnica de micro-fish, que consiste na microdissecção cromossômica e 

posterior amplificação por meio de uma PCR com primer degenerado (DOP - 

Degenerated Oligonucleotide Primer). O produto desses PCR passou então a ser 

utilizado como sondas aplicadas na hibridação in situ fluorescente (FISH). Esta técnica 

foi um grande alavancador da citogenética molecular, pois permitia a localização 

cromossômica de regiões de interesse, além de permitir a detecção de anormalidades e 

“pintura cromossômica” de cromossomos inteiros (Trask, 1991). 

Desde então, a metodologia de micro-fish tem sido utilizada para a identificação 

de rearranjos cromossômicos envolvendo, principalmente, os processos evolutivos em 

primatas (Neusser et al., 2005), entretanto, outras espécies também têm tido um foco 

especial. É o caso de cervídeos (Li et al., 2005), roedores (Marchal et al,. 2004; 

Trifonov et al., 2013), insetos (Teruel et al., 2010; Cabrero et al., 2013; Manrique-

Poyato et al., 2013), plantas (Deng et al., 2013) e peixes (Voltolin et al., 2010, 2013; 

Cioffi et al., 2011). Atualmente, estes estudos estão mais voltados para a construção de 

bibliotecas cromossômicas banda-específicas e mapeamento físico de determinados 
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cromossomos de maior interesse, como os cromossomos supranumerários e sexuais 

(Machado et al., 2011; Cioffi et al., 2011; Milhomen et al., 2013; Voltolin et al., 2013). 

Em peixes, a aplicação da técnica de microdissecção aliada à pintura 

cromossômica tem se mostrado bastante satisfatória e eficiente (Voltolin et al., 2010, 

2013; Santos et al., 2013). Hibridações com sondas microdissecadas de cromossomos 

sexuais de Hoplias malabaricus evidenciaram que eles cromossomos evoluíram de 

forma independente a partir de pares autossômicos não homólogos, expondo, assim, a 

alta plasticidade sexual e evolução cromossômica nos vertebrados inferiores (Cioffi et 

al., 2011). 

Vicari et al. (2011) realizaram microdissecaram um cromossomo B de A. 

scabripini, e através de hibridações in situ com a sonda B-específica, revelaram 

confirmação uma origem por isocromossomo deste supranumerário. Segundo os autores 

este cromossomo adiciona poderia inclusive, ter surgido a partir de elementos 

semelhantes presentes no par cromossômico acrocêntrico 24. Na espécie A. goiyacensis, 

Santos et al. (2013) isolaram um de seus nove microcromossomos B, observando 

associações da sonda B-específica em oito microcromossomos B, além de cromossomos 

autossomos do tipo acrocêntricos marcados. Em trabalho similar, entretanto, com uma 

sonda do cromossomo B de Prochilodus lineatus, Voltolin et al. (2013) realizaram a 

hibridação e Zoo-FISH em cinco espécies deste gênero, e os resultados permitiram aos 

autores inferir uma origem comum destes elementos em duas espécies do gênero.  

Portanto, marcadores genéticos têm sido amplamente utilizados na identificação 

de espécies, em estudos filogenéticos, eolutivos, construção de mapas gênicos, e 

mapeamento de genes e sequências de DNA de interesse através da microdissecção 

cromossômica associada à técnica de FISH e micro-fish. Por outro lado, tanto as 

metodologias citogenéticas quanto as genético-moleculares, têm suas indicações, 
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vantagens e desvantagens de acordo com o problema biológico em questão, sendo que o 

uso destes marcadores em conjunto pode proporcionar informações complementares 

bem interessantes (Siljak-Yakovlev et al., 2014). Em espécies do grupo Astyanax, o uso 

conjunto destas metodologias têm gerado informações importantes para o entendimento 

de mecanismos relacionados a processos evolutivos, origem, rearranjos e diferenciação 

de cromossomos B e sexuais. 
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2  OBJETIVOS 

 

Tendo-se em vista que muitos aspectos relacionados aos cromossomos B ainda 

necessitam ser investigados no genoma de peixes, e para uma caracterização 

citogenética da espécie Astyanax bockmanni oriundas de populações diversas, 

objetivamos neste trabalho: 

 

1)  Caracterizar citogeneticamente exemplares da espécie A. bockmanni provenientes 

de diferentes localidades por meio de marcadores citogenéticos clássicos; 

 

2)  Mapear a distribuição e localização cromossômica de genes pertencentes a 

diferentes famílias de DNA repetitivo; 

 

3)  Obter sondas B-específicas de A. bockmanni através da microdissecção 

cromossômica associada á FISH e Zoo-FISH em exemplares de A. bockmanni, A. 

fasciatus e A. paranae; verificando os graus de homologia revelados entre a sonda e 

seus cromossomos B e padrão; 

 

Pretendemos com os objetivos propostos, contribuir com informações sobre as 

relações cromossômicas e os processos de diversificação cariotípica existentes em A. 

bockmanni, bem como subsídios que auxiliem no entendimento da origem, estrutura e 

evolução de cromossomos supranumerários em diferentes espécies do grupo Astyanax. 
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3  MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1  MATERIAL 

 

Visando mapear cromossomicamente a espécie Astyanax bockmanni e seus 

cromossomos B, foram coletados 169 exemplares provenientes de seis populações e 

duas Bacias hidrográficas distintas (Figura 1, Tabela 1). Após a coleta, os animais 

foram triados, identificados, e catalogados. Posteriormente, estes animais foram fixados 

em formol 10%, e posteriormente conservados em álcool 70%, encontrando-se 

depositados na coleção de peixes do Laboratório de Genética de Peixes - LaGenPe, 

Departamento de Biologia da Faculdade de Ciências, Unesp/Bauru. Todas as coletas 

foram realizadas sob autorização dos órgãos MMA/IBAMA/ICMBio/SISBIO – 18884-

1, com registro no IBAMA nº 2567470. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Imagem do espécime Astyanax. Bockmanni. 
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Tabela 1: Relação dos locais e indivíduos amostrados: 

 

Localização 
Bacia 

hidrográfica 

N 

amostral 
Coordenadas 

córrego Alambari – 

Piratininga/Brasília Pta./SP 
Paranapanema 89 

22º18’50,26” S, 

48º53’21,26” W 

Cachoeira Véu noiva – Botucatu/SP Paranapanema 11 
22º59'25" S, 

48º25'40” W 

Rio Batalha – Bauru/SP Tietê 17 
22º6’40,92” S, 

49º16’5,81” W 

córrego Campo Novo – 

Bauru/Agudos/SP 
Tietê 15 

22º23’8,35” S, 

49º55’63” W 

córrego Barra Seca – Bauru/Jaú/SP Tietê 21 
22º27’6,12” S, 

48º53’44,34” W 

Rio Capivara – Botucatu/SP Tietê 16 
22º53’57” S, 

48º23’11” W 

Figura 2: Mapa hidrográfico do estado de São Paulo. Os pontos coloridos indicam as respectivas localizações 

dos locais onde ocorreram as coletas dos exemplares.  Rio Alambari/Paranapanema (vermelho), Rio 

Batalha/Tiete (preto), Rio Campo Novo/Tiete (verde), Rio Barra Seca/Tiete (azul), Rio Capivara/Tietê (amarelo); 

Cachoeira Véu Noiva/Tietê (roxo). 
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3.2  MÉTODOS 

 

Para a análise citogenética das amostras, foram utilizados os métodos de 

estimulação de mitoses (Oliveira et al., 1988), preparações diretas de células renais in 

vivo (Foresti et al., 1981), coloração das regiões organizadoras de nucléolo (RONs) com 

nitrato de Prata (Howell e Black, 1980) e Bandamento C (Sumner,1972). As técnicas 

citogenética-moleculares utilizadas foram a hibridação in situ fluorescente (Pinkel et al., 

1986) com sondas dos genes ribossomais 5S (Pendás et al., 1994) e 18S (Hatanaka e 

Galetti Jr, 2004), histona H1 (Hashimoto et al., 2011), elementos transponíveis Rex1, 

Rex3 (Volff et al., 1999, 2000), e microdissecção e pintura cromossômica (Mühlmann 

et al., 1995). A montagem dos cariótipos, seguiu o protocolo proposto por Levan et al. 

(1964). 

 

3.2.1  Estimulação de Mitoses 

 

Para a obtenção das preparações cromossômicas, foi adotada a técnica de 

estimulação de divisão celular, que consiste na inserção de uma solução de fermento 

biológico na cavidade abdominal do animal, descrita por Oliveira et al. (1988) para 

peixes. O procedimento utilizado consiste em: 

1) preparar uma solução de fermento biológico (Fleischmann) na seguinte 

proporção: 0,5g de fermento, 0,5g de açúcar e 7mL de água destilada; 

2) incubar a solução em uma estufa (37° C) por cerca de 30 min; 

3) injetar a solução na região dorso-lateral do peixe, na proporção de 1mL para 

cada 100 g de peso do animal. A dose administrada pode ser realizada em duas 

doses, dividida e aplicada em um período de 48 hs; 
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4) manter o animal em aquário bem aerado. 

 

3.2.2  Obtenção de cromossomos metafásicos in vivo 

 

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

descrita por Foresti et al. (1981), utilizada com algumas adaptações. Essa técnica 

envolve consiste na inibição da polimerização dos microtúbulos através da ação da 

colchicina, seguida consequentemente de uma hipotonização das células em suspensão, 

seguindo-se a fixação celular através de uma mistura de metanol/ácido acético. 

O procedimento consiste em: 

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

proporção de aproximadamente 1mL para cada 100g de peso do animal; 

2) deixar o peixe em aquário bem aerado, por um período aproximado de 50 

min; 

3) sacrificar o animal, e retirar o rim anterior, posterior e por algumas ocasiões 

parte das brânquias. Transferir o material para uma pequena cuba de vidro, 

contendo 7mL de uma solução hipotônica de KCL (0,075M); 

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

esse processo com o auxílio de uma pipeta Pasteur, até que se obtenha uma 

solução aquosa homogênea; 

5) transferir a solução obtida para um tubo de centrífuga e depositar este no 

interior de uma estufa a 37°C por 21 min; 

6) retirar o tubo da estufa, colocando 7 gotas de fixador gelado (metanol e ácido 

acético na proporção de 3:1 respectivamente); agitar levemente a mistura com 

uma pipeta Pasteur e deixar repousar por 5 min à temperatura ambiente; 
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7) adicionar cerca de 6mL de fixador e novamente agitar a mistura; levar à 

centrífuga (900 ± 100 rpm) por 10 min; 

8) retirar o sobrenadante, e logo após ressuspender o material precipitado em 

7mL de fixador; centrifugar por 7 min a 900 ± 100 rpm; 

9) repetir o item 8 por duas ou três vezes, para uma boa lavagem  e completa 

fixação uma das células em suspensão; 

10) pingar o material em lâminas previamente tratadas em solução de HCL 10%; 

11) deixar secar ao ar. 

 

3.2.3  Detecção da Região Organizadora de Nucléolo (RON) por meio de 

Impregnação com Nitrato de Prata (Ag-NO3) 

 

O procedimento utilizado baseou-se na técnica descrita originalmente por 

Howell e Black (1980), sendo utilizadas duas soluções: 

 

Solução A (solução coloidal reveladora): Composta por: 1g de gelatina bem dissolvida 

em 50mL de água destilada. Acrescentam-se 0,5mL de ácido fórmico a esta solução. 

 

Solução B (solução de nitrato de Prata): Composta por 1g de Ag-NO3 dissolvida em 

2mL de água destilada. Depois de preparadas, ambas as soluções devem ser reservadas 

em frascos escuros, e mantidas a uma temperatura de 4°C. 

O procedimento para a coloração das RONs está descrito como segue: 

1) hidrolisar o material contido nas lâminas por 3 min em HCl 1N a 60°C; 

2) secar as lâminas. Pingar uma gota da solução A e duas gotas da solução B 

sobre o material na lâmina, cobrindo imediatamente após com uma lamínula; 
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3) deixar as lâminas sobre um suporte no interior de um banho-maria a 60°C. 

Em alguns minutos (aproximadamente 4), a mistura das soluções, em 

consequência de reações químicas, torna-se marrom dourada; 

4) lavar a lâmina em água destilada, retirando a lamínula e deixar secar; 

5) corar com Giemsa na proporção de 1:30 em tampão fosfato (pH = 6,7) por 

aproximadamente 10-15 seg; 

6) deixar secar ao ar. 

 

3.2.4  Caracterização da Heterocromatina Constitutiva (Banda C) 

 

Para a caracterização da heterocromatina constitutiva (banda C), foi utilizada a 

técnica descrita inicialmente por Sumner (1972) com algumas modificações, e 

caracteriza-se pela ação sequencial de ácido, base e solução salina para eliminar 

seletivamente o DNA cromossômico, permanecendo intactas somente regiões de 

heterocromatina, mais compactadas. 

A técnica consiste em: 

1) hidrolisar o material contido nas lâminas por 30 minutos em HCl 0,2N em 

temperatura ambiente, e posteriormente lavar com água destilada, retirando todo 

o excesso restante de HCL; 

2) passar por uma solução de BaOH2 a 5% por cerca de 5-15 segundos e 

posteriormente lavar com água destilada; 

3) banhar em HCl 1N a 60
o
C, e logo em seguida lavar novamente com água 

destilada; 

4) incubar por 30 minutos em 2xSSC (pH=6,8) a 60
o
C e lavar com água 

destilada; 
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5) corar por aproximadamente 30 minutos com Giemsa a 7,5% em tampão 

fosfato (pH=6,7). 

 

3.2.5  Extração do DNA genômico total 

 

O DNA genômico total da espécie Astyanax bockmanni foi isolado com base no 

protocolo do kit comercial “Wizard Genomic DNA Purification Kit – Promega”, com 

algumas adaptações, uma vez que os tecidos utilizados foram nadadeiras. A integridade 

das amostras de DNA extraído foi analisada através de eletroforese em gel de agarose 

1%, corado com SYBR® Safe DNA (0,015µL/mL), e visualizadas em transluminador 

ultravioleta (UV). Para quantificação do DNA foram utilizadas comparações diretas 

com um marcador padrão de peso e concentração moleculares conhecidos (Low DNA 

Mass Ladder - Invitrogen), configurando um padrão de banda que nos permitiu inferir 

que o DNA extraído era de boa qualidade. Todos os tecidos utilizados encontram-se 

preservados/armazenados em etanol 100% no banco de tecidos do Laboratório de 

Genética de Peixes (LaGenPe). 

 

3.2.6  Preparação das sondas para a Hibridação in situ Fluorescentes (FISH) 

 

Para realização da técnica de hibridação in situ com sondas fluorescentes, 

inicialmente o DNA foi marcado com Biotina-16-dUTP (Roche Applied Science) ou 

Digoxigenina-11-dUTP (Roche Applied Science) através de PCR, segundo as 

instruções do fabricante (Bionick
TM

 Labelling System-Gibco.BRL), e a detecção dos 

sinais amplificados realizada pela ação dos agentes antidigoxigenina-rodamina 
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(Roche®) e avidina-FITC (SigmaAldrich, Buchs, SG, Switzerland). Logo após, 

procedeu-se a técnica descrita por Oliveira e Wright (1998). 

 

3.2.6.1  Preparação das sondas de DNAr 5S e 18S 

 

As sondas de DNAr 5S e 18S foram obtidas por PCR (Polymerase Chain 

Reaction) a partir do DNA genômico total de Astyanax bockmanni, usando os primers 

5S A (5’-TCAACCAACCACAAAGACATTGGCAC-3’) e 5S B (5’-

TAGACTTCTGGGTGGCCAAAGGAATCA-3’) (Pendás et al., 1994), 18S A (5’-

TACGCCCGATCTCGTCCGATC-3’) e 18S B (5’-

CAGGCTGGTATGGCCGTAAGC-3’) (Hatanaka e Galetti Jr., 2004). Os parâmetros 

para marcação das sondas foram: DNAr 5S: 15,5μl de água Mili-Q; 2,5μl de tampão da 

enzima Taq polimerase (10X); 0,75μl de MgCl2 (25mM); 2,0μl de dNTPs mix (2mM); 

0,5μl de Digoxigenina-11-dUTP ou Biotina-16-dUTP; 1,0μl de cada primer (10mM); 

0,2μl de Taq polimerase (5U/μL) e 1,5μl de DNA genômico total. Para o gene 18S 

foram utilizados 15,8μl de água Mili-Q; 2,5μl de tampão da enzima Taq polimerase 

(10X); 0,75μl de MgCl2 (25mM); 3,0μl de dNTPs mix (2mM); 0,5μl de Digoxigenina-

11-dUTP ou Biotina-16-dUTP; 1,0μl de cada primer (10mM); 0,15μl de Taq polimerase 

(5U/μL) e 1,0μl de DNA genômico, com volume final de 25μl para ambas as sondas. Os 

programas de PCR utilizados apresentaram as seguintes condições: para DNAr 5S: 

95ºC-----5 min. 

95ºC-----45 seg. 

35 ciclos60ºC-     30 seg. 

72ºC-----1 min. 

72ºC-----7 min. 

15ºC-----manutenção 
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Para o DNAr 18S, o programa utilizado foi o seguinte: 

 

95ºC-----5 min. 

95ºC-----45 seg. 

34 ciclos60ºC---- 30 seg. 

72ºC-----1 min. 

72ºC-----7 min. 

15ºC-----manutenção 

 

3.2.6.2  Preparação das sondas dos genes para a Histona H1 e H3 

 

Para o isolamento e amplificação de sequências parciais do gene histona H1, 

foram utilizados os primers degenerados H1 F (5’-ATGGCAGAARYCGCMCCAGC-

3’) e H1 R (5’-TACTTCTTCTTGGGSGCTGC-3’), segundo Hashimoto et al. (2011). 

A sonda H3 foi obtida a partir do primer H3 F (5’-

ATGGCTCGTACCAAGCAGACVGC-3’) e H3 R (5’-

ATATCCTTRGGCATRGTGAC-3’) (Colgan et al., 1998). Para a histona H1, os 

parâmetros para marcação das sondas foram: 15,96μl de água Mili-Q; 2,5μl de tampão 

da enzima Taq polimerase (10X); 0,75μl de MgCl2 (25mM); 1,5μl de dNTPs mix 

(2mM); 0,4μl de Digoxigenina-11-dUTP ou Biotina-16-dUTP; 1,0μl de cada primer 

(10mM); 0,2μl de Taq polimerase (5U/μL) e 1,5μl de DNA genômico. Para histona H3 

foram utilizados 15,95μl de água Mili-Q; 2,5μl de tampão da enzima Taq polimerase 

(10X); 0,75μl de MgCl2 (25mM); 1,5μl de dNTPs mix (2mM); 0,5μl de Digoxigenina-

11-dUTP ou Biotina-16-dUTP; 1,0μl de cada primer (10mM); 0,2μl de Taq polimerase 

(5U/μL) e 1,5μl de DNA genômico, com volume final de 25μl para ambas as sondas. 

O programa utilizado para as histonas H1 e H3 apresentou as seguintes 

condições: 
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95ºC-----5 min. 

95ºC-----40 seg. 

34 ciclos60ºC---- 40 seg. 

72ºC-----20 seg. 

72ºC-----5 min. 

15ºC-----manutenção 

 

3.2.6.3  Preparação das sondas para os elementos transponíveis Rex1, Rex3 e Rex6 

 

Os primers utilizados para a marcação dos elementos transponíveis foram: 

RTX1-F1 (5’-TTCTCCAGTGCCTTCAACACC-3’) e RTX1-R1 (5’-

TTCCTTAAAAAATAGAGTCTGCTC-3’) para Rex1 (Volff et al., 1999, 2000), 

RTX3-F1 (5’-TACGGAGAAAACCCATTTCG-3’) RTX3-R1 (5’-

AAAGTTCCTCGGTGGCAAGG-3’) para Rex3 (Volff et al., 1999, 2000). Rex6 F (5’-

TAAAGCATACATGGAGCGCCAC-3’) e Rex6 R (5’-

GGTCCTCTACCAGAGGCCTGGG-3’) (Volf et al., 2001) para o transposon Rex6, 

onde os parâmetros para marcação das sondas Rex1 e Rex3 foram: 16,7μl de água Mili-

Q; 2,5μl de tampão da enzima Taq polimerase (10X); 0,75μl de MgCl2 (25mM); 1,0μl 

de dNTPs mix (2mM); 0,6μl de Digoxigenina-11-dUTP ou Biotina-16-dUTP; 1,0μl de 

cada primer (10mM); 0,2μl de Taq polimerase (5U/μL) e 1,5μl de DNA genômico. O 

programa de PCR utilizado para a produção das duas sondas foi: 

95ºC-----5 min. 

95ºC-----30 seg. 

35 ciclos50ºC---- 30 seg. 

72ºC-----30 seg. 

72ºC-----5 min. 

15ºC-----manutenção 
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Para a sonda do elemento transponível Rex6, os parâmetros para marcação 

foram: 16,5μl de água Mili-Q; 2,5μl de tampão da enzima Taq polimerase (10X); 0,75μl 

de MgCl2 (25mM); 1,5μl de dNTPs mix (2mM); 0,6μl de Digoxigenina-11-dUTP ou 

Biotina-16-dUTP; 1,0μl de cada primer (10mM); 0,2μl de Taq polimerase (5U/μL) e 

1,5μl de DNA genômico. Os padrões utilizados no programa foram: 

 

95ºC-----5 min. 

95ºC-----30 seg. 

34 ciclos55ºC-----30 seg. 

72ºC-----20 seg. 

72ºC-----7 min. 

15ºC-----manutenção 

 

Os produtos gerados de todas as sondas marcadas foram checados em gel de 

agarose 1%. 

 

3.2.7  Microdissecção Cromossômica 

 

3.2.7.1  Agulhas/Micropipetas 

 

Foram utilizados capilares de borosilicato com aproximadamente 1mm de 

diâmetro, estes, foram colocados em um “pulley” (Narishige PC-10) e posteriormente 

sofreram um aquecimento previamente conhecido, formando a ponta da agulha a ser 

utilizada. De acordo com o tamanho de cada cromossomos a ser pinçado, esta 

temperatura poderia ser maior ou menor, para um melhor ajuste do calibre da agulha a 

ser utilizada. Após a preparação das agulhas, elas foram armazenadas em local 

protegido para evitar a contaminação. 
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3.2.8  Preparação do material a ser microdissecado 

 

Em parceria com o Laboratório de Biologia e Genética de Peixes 

Unesp/Botucatu, coordenado pelos Profs. Dr. Fausto Foresti e Dr. Cláudio de Oliveira, 

foram microdissecados 10 microcromossomos B acrocêntricos (Ba) da população de 

Astynax bockmanni do Rio Alambari, a única população onde foram observados estes 

elementos. Para a realização da técnica de microdissecção, preparações cromossômicas 

de A. bockmanni contendo cromossomos B foram utilizadas, onde, após a fixação, estes 

materiais foram mantidos em metanol 100%, e armazenados em freezer a Tº C 

aproximadamente a -4°C. No momento da utilização, as células foram centrifugadas e 

ressuspendidas em fixador (metanol gelado + ácido acético na proporção de 3:1) 

gotejadas em uma lamínula lavada com água e sabão, deixada secar ao ar, e 

posteriormente coradas com Giemsa 5%. 

Os procedimentos para a microdissecção cromossômica (Mühlmann et al., 1995) 

consistiram em: 

1) Diluir uma alíquota da suspensão celular final no fixador (metanol: ácido 

acético na proporção 3:1), respectivamente; 

Figura 3. Equipamento utilizado na obtenção de agulhas para a realização 

da microdissecção cromossômica. 
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2) Pingar a suspensão em lamínulas. Secar o material ao ar e, posteriormente 

corá-lo com solução de Giemsa diluída a 5% em tampão fosfato (KH2PO4 

0,06M e Na2HPO4 0,449M, pH 6.8) durante 5 minutos; 

3) Lavar as lamínulas com sabão líquido neutro, enxaguar em água destilada, e 

deixar secar ao ar; 

4) Com auxílio de uma pipeta, pingar 16ul da preparação na lamínula 

previamente aquecida “no bafo” em banho-maria; 

5) Colocar a lamínula contendo a preparação celular num microscópio invertido 

(Axiovert 100 – Zeizz) e proceder a microdissecção dos cromossomos com o 

auxílio de uma agulha de vidro ligada a um micromanipulador mecânico 

(Eppendorf); 

6) Colocar os cromossomos microdissecados em um microtubo de PCR. 

 

3.2.7.3  Kit GenomePlex® Single Cell Whole Genome Amplification (WGA4–

Sigma) 

 

A reação de amplificação consistiu na fragmentação aleatória não enzimática do 

DNA genômico seguida pela ligação de adaptadores com os dois locais de iniciação de 

PCR específicos para ambas extremidades de cada fragmento conforme proposto por 

Marshall et al. (2004). 

 

Etapa 1 - Fragmentação: 

1)  Adicionar 1μl da solução Lysis and Fragmentation Buffer (0,5μl de 

proteinase K + 8μl de tampão 10x) a um tubo de microcentrífuga contendo 

os cromossomos microdissecados; 



_______________________________________________________Material e Métodos 

 

 

31 

 

2)  incubar o mix de DNA a 50ºC por 1 hora; 

3)  aquecer por exatos 4 minutos a 99ºC; 

4)  manter no gelo e centrifugar brevemente antes de preparar a biblioteca. 

 

Etapa 2 – Preparação da Biblioteca: 

1)  Adicionar a um tudo de PCR 2μl de Single Cell Library Preparation + 1μl 

de Library Stabilization Solution; 

2)  Depositar a amostra em um termociclador a 95ºC por 2 min; 

3)  Em seguida adicionar 1μl de Library Preparation Enzyme a solução; 

4)  levar os tubos a um termociclador sob as seguintes condições: 

16ºC-----20 min. 

24ºC-----20 min. 

14 ciclos37ºC-----20 min. 

75ºC-----5 min. 

15ºC-----manutenção 

 

Etapa 3 – Amplificação 

Na sequência, foi realizada uma reação de amplificação, adicionando um mix contendo 

48,5μl de água ultrapura, 7,5μl de 10x Amplification Master Mix e 5,0μl de WGA DNA 

polimerase. A amostra foi submetida ao seguinte programa: 

      95ºC-----3 min. 

      94ºC-----30 seg. 

25 ciclos65ºC---        5 min. 

      4ºC-----manutenção 
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3.2.7.4  Reamplificação do material microdissecado 

 

Para cada reação de amplificação foi preparado o seguinte mix de reação: 15,0μl 

de água livre de nuclease; 2,5μl 10x Amplification Master Mix; 1,7μl WGA DNA 

polimerase; 1,0μl dNTP (2mM cada); 0,3μl dTTP (2mM); 0,7μl Digoxigenina dUTP 

(1mM); 2,0μl DNA amplificado 

Os produtos das amostras obtidas foram submetidos ao seguinte programa: 

95ºC-----3 min. 

94ºC-----15 seg. 

14 ciclos65ºC-----5 min. 

4ºC-----manutenção 

 

3.2.7.5  PCR de marcação da sonda do DNA isolado do cromossomo B com o Kit 

GenomePlex® Single Cell Whole Genome Amplification (WGA3–Sigma) 

 

Na PCR de marcação foram utilizados os reagentes descritos abaixo, com 

volume final de 50L. 

30,7L de água Mili-Q; 5,0L de tampão (10X); 1,5L de MgCl2 (50mM), 1,0L de 

dATP, dCTP, dGTP e 0,6L de dTTP (2mM cada); 0,7L de Digoxigenina-11-dUTP 

(1mM); 5,0L de primer (10M); 0,5ml de Taq (5U/μL) e 2,0L de DNA produto 2ª 

PCR. 

As condições de amplificação estão descritas abaixo: 

90ºC-----3 min. 

90ºC-----1:30 min. 

14 ciclos56ºC-----1:30 min. 

75ºC-----1:30 min. 

4ºC-----manutenção 
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A sonda criada a partir do Ba isolado de A. bockmanni foi denominada Babock, e 

checada em gel de agarose 1% (figura 3). 

 

3.3  Hibridação in situ fluorescente (FISH) e Zoo-FISH 

 

O mapeamento das sondas de DNAr 5S e 18S, histona H1 e H3, elementos 

transponíveis Rex1, Rex3, e Rex6, e da sonda Babock em cromossomos metafásicos foi 

realizado por hibridação fluorescente in situ de acordo com o procedimento estabelecido 

por Pinkel et al. (1986), com algumas modificações. 

 

3.3.1  Preparação, limpeza, e detecção dos sinais da FISH (FISH) e Zoo-FISH 

 

A realização da FISH e Zoo-FISH compreenderam duas etapas, as quais estão 

descritas abaixo: 

Etapa 1: Preparação das lâminas: 

1)  Lavar as lâminas a serem utilizadas inicialmente em solução PBS 1x (7,58g 

NaCl + 1L H2O destilada) por 5 minutos à temperatura ambiente; 

2)  Em seguida, desnaturar em série alcoólica (70, 85 e 100%) a -20ºC por 5 

minutos cada. 

3)  Aplicar solução de RNAse (0,4mL RNAse + 96mL de solução 2xSSC), e 

cobrir com uma lamínula de vidro (24x60mm); 

4)  Deixar as lâminas em câmara úmida e escura a 37°C por uma hora; 

5)  Após este tempo, remover cuidadosamente a lamínula passar a lâmina por 

uma solução de formamida 70% a 72ºC por 5 minutos; 

6)  Logo após, passar as lâminas imediatamente em etanol 70%; 
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7)  Em seguinda, desidrata-las em série alcoólica (70, 85 e 100%) a -20ºC; 

8)  Diluir para cada lâmina, 3μL de sonda + 12μL de solução de hibridação 

(10% sulfato dextrano, 50% formamida e 20xSSC e H2O destilada), com volume 

final de 15μL para cada gota; 

9)  Desnaturada esta solução foi em um termociclador a 90ºC por 10 minutos; 

10)  Logo após, aplicar 15μL da solução contendo a sonda marcada em cada gota 

nas lâminas; 

11)  Cobrir a lâmina com lamínula de vidro (24x40mm), e incubar a mesma em 

câmara úmida e escura a 37ºC overnight. 

 

Etapa 2: Lavagem das lâminas e detecção dos sinais correspondentes: 

1)  Após o período de hibridação, remover cuidadosamente as lamínulas e lavar 

2x em solução de estringência 15% (30mL de Formamida 100% + 30mL de 

2xSSC + 150mL H2O destilada) a 42ºC por 5 minutos cada; 

2)  Em seguida, lavar as lâminas três vezes em solução de 0,1xSSC a 60ºC por 5 

minutos cada; 

3)  Posteriormente, lavar as lamínas em solução Tween 0,5% (200mL 20xSSc + 

0,5mL Tween 100% + 899,5mL H20 destilada) à TºC ambiente por 5 minutos; 

4)  Após as lavagens, aplicar sobre as lâminas 25μL de solução tampão de 

bloqueio (5g leite em pó desnatado + 20mL 20xSSc + 80mL H20 Miliq), e cobrir 

com lamínula de vidro (24x40mm); 

5)  Incubar o material em câmara úmida e escura por 15 minutos a 37ºC; 

6)  Logo após o período de incubação, lavar as lâminas 2x em Tween 0,5% à 

TºC ambiente; 
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7)  Iincubar por 45 minutos em câmara úmida e escura a 37ºC com 20μL de 

solução tampão de bloqueio + anticorpo (14μL de solução de bloqueio + 6μL de 

antidigoxigenina-rodamina ou avidina conjugada com FITC); 

8)  Após este período, lavar novamente as lâminas 3x com Tween 0,5% por 5 

minutos cada; 

9)  Desidratar em série de alcoólica 70%, 85% e 100% por 5 minutos e deixar 

secar ao ar; 

10)  Em seguida, aplicar 12μL do contra corante DAPI (4’,6-diamino-2-

phenylindole, Vector Laboratories) em cada gota e cobrir com lamínula de vidro 

(24x40mm); 

11)  As lâminas tiveram então suas extremidades lacradas com esmalte 

transparente, reservadas em câmara escura, e armazenadas em freezer a -20°C 

por aproximadamente 3 horas; 

12)  Após este período de incubação final, as lâminas foram analisadas em um 

fotomicroscópio de fluorescência (BX50, Olympus) e as imagens capturadas por 

uma câmera digital refrigerada Qcolor5, através do Software QCapture Pro 

5.1.1.14. 

3.4  Estudos cariotípicos 

 

A partir dos dados obtidos através das análises e contagens dos cromossomos em 

cerca de 30 metáfases em cada indivíduo estudado, procurou-se estabelecer um número 

diploide modal para os exemplares da espécie em questão. Desta forma, As imagens 

foram capturadas por uma câmera digital refrigerada Olympus Qcolor5, acoplada a um 

fotomicroscópio de fluorescência (BX50, Olympus), com auxílio do Software QCapture 

Pro 5.1.1.14. 
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3.5  Montagem dos Cariótipos 

 

Os cromossomos foram inicialmente arranjados com o Software Adobe 

Photoshop versão CS5 de acordo com seu tamanho e morfologia, sendo classificados 

como metacêntricos (m), submetacêntricos (sm), subtelocêntricos (st) e acrocêntricos 

(a), emparelhados com seus prováveis homólogos, e dispostos em ordem decrescente de 

tamanho para a organização final do cariótipo, conforme proposto por Levan et al. 

(1964). 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

As informações obtidas através dos estudos genéticos efetuados nas diferentes 

populações da espécie Astyanax bockmanni reportadas, são apresentados a seguir na 

forma de três capítulos, caracterizados como artigos científicos. 

 

 

Capítulo 1 

Caracterização citogenética de populações de Astyanax bockmanni (TELEOSTEI, 

CHARACIFORMES) das bacias hidrográficas dos rios Tiete e Paranapanema, SP 

 

 

Capítulo 2 

Organização e distribuição cromossômica de genes histônicos e transposons da família 

Rex no genoma de Astyanax bockmanni (TELEOSTEI, CHARACIFORMES) 

 

 

Capítulo 3 

Associações entre cromossomos supranumerários de diferentes espécies do gênero 

Astyanax: inferências por Zoo-FISH 
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Resumo 

 

   O gênero Astyanax é caracterizado por apresentar, em sua maioria, número modal 

conservado de 2n=50 cromossomos na maioria das espécies, inclusive A. bockmanni, 

que adicionalmente, apresenta em seu conjunto genômico polimorfismos de Ag-NOR, 

heterocromatina constitutiva, e presença de diferentes morfotipos de cromossomos B. 

Entretanto, poucos estudos foram dedicados às relações existentes entre as diferentes 

populações desta espécie. Assim, objetivamos averiguar as relações cariotípicas, 

cromossômicas e o comportamento de genes ribossomais em seis populações provindas 

de duas bacias hidrográficas do estado de São Paulo. No presente estudo vimos que as 

seis populações de A. bockmanni estudadas apresentaram 2n=50 cromossomos, com a 

presença de supranumerários apenas na população do córrego Alambari. Estes 

supranumerários apresentaram morfologia, tamanho e padrões de heterocromatina 

completamente particulares. Adicionalmente, as seis populações apresentaram 

divergências dos padrões de heterocromatina constitutiva e RONs múltiplas, com 

exceção da população do rio Capivara, que apresentou RONs simples. A FISH do 

DNAr 5S mostrou um padrão de distribuição conservado deste gene, localizado apenas 

em dois pares cromossômicos nas seis populações. Por outro lado, o gene ribossomal 

18S apresentou marcações múltiplas e polimórficas inter e intra individuais, conforme 

previamente constatado pela Ag-NOR. Portanto, vimos que há uma conservação 

cromossômica de A. bockmanni nas duas bacias analisadas. Ainda, as populações 

Campo Novo, Barra Seca e Batalha (pertencentes à bacia do Tietê) apresentaram, além 

do conservadorismo cromossômico e DNAr 5S, compartilharam algumas características 

peculiares, como mesma fórmula e distribuição cariotípica, RONs, heterocromatina e 

DNAr 18S múltiplos. Acreditamos ainda, que questões geográficas, modo de vida 

(normalmente restritos a cabeceiras de rios e riachos) e processos de especiação estão 

associadas às diferenças cariotípicas e cromossômicas observadas entre as duas bacias 

hidrográficas.  
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Introdução 

 

Os peixes representam o grupo de organismos mais diversificado dentre os 

vertebrados, apesar disso, as espécies que apresentam cromossomos morfologicamente 

diferenciados demonstram uma grande variabilidade de sistemas, principalmente os 

peixes Neotropicais (Oliveira et al., 2006). Embora as diferenças morfológicas 

aparentes sejam reduzidas em muitos casos, características observadas nos padrões de 

comportamento (Gilbert e Walsh, 2005), estrutura cariotípica (Moreira-Filho e Bertollo, 

1991; Amaro et al., 2012), variações de proteínas (Fong e Garthwaite, 1994) ou ainda 

sequências de DNA (Pansonato-Alves et al., 2013a,b) são muitas vezes utilizadas, e 

permitem uma primeira abordagem segura na identificação de espécies. 

No gênero Astyanax reportamos a ocorrência de 141 espécies já bem definidas 

morfologicamente (Lucena et al., 2013), entretanto, uma grande parcela de populações 

destas espécies ainda carecem de informações citogenéticas básicas, o que ressalta a 

necessidade de estudos dessa natureza no grupo, pois grande parte destas características 

cariotípicas são ainda muitas vezes subestimadas devido à falta de maiores 

investigações entre as diversas espécies e populações do gênero. Aliado á citogenética 

clássica, o mapeamento físico de sequências de DNA e genes específicos têm sido outra 

importante ferramenta, (Vicari et al., 2011; Hashimoto et al., 2011; Daniel et al., 2012; 

Silva et al., 2013; Pansonato-Alves et al., 2013a), principalmente no que diz respeito ao 

mapeamento do DNAr 5S e 18S, o que tem gerado informações significativas acerca da 

estrutura, organização e evolução destas sequências no genoma destes animais. 

Outra importante característica observada em algumas espécies de Astyanax é a 

presença de Cromossomos B, que em sua maioria, são facilmente identificados, 

principalmente devido ao seu padrão completamente heterocromático (Moreira-Filho et 
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al., 2001; Artoni et al., 2006; Hashimoto et al., 2008; Machado et al., 2012). Também, 

Daniel et al. (2012) relataram que na espécie A. bockmanni cromossomos B podem 

apresentar frequência variável de 0-2 cromossomos, diferentes padrões de 

heterocromatina, polimorfismos de tamanho, ou ainda morfotipos, BM, Bm e Ba. 

Assim, o objetivo do atual trabalho foi caracterizar e mapear citogeneticamente 

seis populações de Astyanax bockmanni aplicando bandamentos cromossômicos 

clássicos (Giemsa, Ag-NOR e Banda C) e FISH com sondas de DNAr 5S e 18S, que 

podem auxiliar no entendimento dos processos envolvidos na diferenciação e 

diversificação cariotípica entre populações e bacias hifrográficas desta e outras espécies 

do gênero. 

 

Material e métodos 

 

Foram analisados indivíduos de A. bockmanni amostrados de seis populações 

das bacias hidrográficas dos rios Tietê e Paranapanema. Os animais foram anestesiados 

e após o seu sacrifício, um pedaço da nadadeira caudal de cada indivíduo foi subtraída e 

conservada em etanol 100%, e posteriormente realizada a extração de DNA genômico 

total. Após, estes exemplares foram inicialmente fixados em formol a 10%, conservados 

em álcool 70%, e depositados na coleção do Laboratório de Genética de Peixes da 

Faculdade de Ciências de Bauru. Os cromossomos mitóticos foram obtidos por meio de 

tecido renal seguindo-se a técnica referida em Foresti et al. (1981). A marcação das 

RONs pelo nitrato de Prata seguiu a técnica proposta por Howell e Black (1980) e o 

bandamento C, o protocolo descrito por Sumner (1972). 

Para a amplificação e marcação das sondas de DNAr foram utilizados os primers 

5S A (5’-TCAACCAACCACAAAGACATTGGCAC-3’) e 5S B (5’-
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TAGACTTCTGGGTGGCCAAAGGAATCA-3’) (Pendás et al., 1994), e 18S A (5’-

TACGCCCGATCTCGTCCGATC-3’) e 18S B (5’-

CAGGCTGGTATGGCCGTAAGC-3’) (Hatanaka e Galetti Jr., 2004). As informações 

sobre a quantidade, concentração e parâmetros para amplificação e marcação das sondas 

encontram-se detalhadas no tópico 3 desta dissertação. 

A FISH com sondas dos sítios de DNAr 5S e 18S realizada de acordo com 

Pinkel et al. (1986), com estringência de 77%, e algumas adequações. As sondas foram 

marcadas por reação de PCR (Polymerase Chain Reaction) com os agentes biotina 14-

dATP e digoxigenina 11-dUTP (Roche Applied Science), e os sinais de hibridação 

detectados pela ação da Avidina-fluoresceina conjugada (FITC) e anti-digoxigenina-

rodamina As lâminas foram contracoradas com o agente DAPI (4_6-diamidino-2-

phenylindole dihydrochloride). 

As imagens foram capturadas por uma câmera digital refrigerada Olympus 

Qcolor5, acoplada a um fotomicroscópio de fluorescência (BX50, Olympus), com 

auxílio do Software QCapture Pro 5.1.1.14. A montagem dos cariótipos, manutenção de 

brilho e contraste das imagens foram realizados em um programa de edição de imagens 

(Adobe Photoshop CS5), e posteriormente arranjados em ordem decrescente, de acordo 

com seu tamanho e morfologia, conforme proposto por Levan et al. (1964). 

 

Resultados e discussão 

 

Os estudos citogenéticos em exemplares de Astyanax bockmanni provenientes de 

seis populações e duas bacias hidrográficas revelaram uma conservação do número 

diplóide igual a 50 cromossomos, característico da espécie, e observado até o momento 

em todas as populações analisadas (Kavalco et al., 2009; Hashimoto e Porto-Foresti, 
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2010; Fernandes et al., 2010; Hashimoto et al., 2011; Daniel et al., 2012; Silva et al., 

2013), porém, diferenças na fórmula cariotípica e no número fundamental foram 

encontradas entre as duas bacias hidrográficas, revelando uma variabilidade na 

macroestrutura cariotípica, provavelmente devido a eventos como inversões 

pericêntricas, comuns neste grupo de peixes. 

Entretanto, apesar do conservadorismo aparente do número dipóide nesta 

espécie, outras espécies do gênero podem apresentar números diploides distintos em 

uma mesma população. São exemplos disso os casos já bem documentados das espécies 

A. fasciatus (Artoni et al., 2006; Ferreira-Neto et al., 2009, 2012; Pansonato-Alves et 

al., 2013) e A. scabripinnis (Moreira-Filho e Bertollo, 1991). Além do número dilpóide 

distinto, estas espécies apontam ainda variação quanto ao número de cromossomos em 

indivíduos vivendo em simpatria. 

Todas as populações reportadas apresentaram cariótipos constituídos por 

cromossomos dos tipos metacêntricos, submetacêntricos, subtelocêntricos e 

acrocêntricos, com as seguintes fórmulas cariotípicas: 8m+8sm+18st+16a (população 

Alambari), 6m+14sm+14st+18a (população Campo Novo), 6m+14sm+14st+18a 

(população Barra Seca), e 6m+14sm+14st+18a (população Batalha) (figura 1). As 

populações Batalha e Véu de Noiva apresentaram fórmula cariotípica composta por 

6m+14sm+16st+14a e 4m+7sm+8st+6a, respectivamente (figuras 1c, f). Estes são os 

primeiros dados citogenéticos divulgados para ambas as populações. A população 

Alambari, além do número diploide de 2n=50 cromossomos, apresentou ainda, 0-2 

microcromossomos B em seu genoma, os quais apresentaram morfologia acrocêntrica e 

metacêntrica, assim como Hashimoto et al. (2011) e Daniel et al. (2012), que 

observaram as mesmas morfologias de cromossomos B nesta espécie. 
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Figura 1: Cariótipos de Astyanax bockmanni após coloração convencional Giemsa. Em a população córrego Alambari, b córrego Campo Novo, c córrego Barra Seca, d rio Batalha, e córrego 

Capivara, f cachoeira Véu de Noiva. Bar 10 µm. 

a b  

c 

e f 

d d  
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Após análise dos cariótipos, percebemos que as populações Campo Novo, Barra 

Seca e Batalha (componentes da bacia hidrográfica do rio Tietê e proximamente 

relacionadas) apresentaram a mesma fórmula e composição cariotípica, indicando que 

estes citótipos não sofreram rearranjos cromossômicos significativos, mantendo-se 

conservados nestas populações (figura 1a-c). Dados semelhantes relacionados ao 

conservadorismo entre populações de uma mesma espécie também são reportados em A. 

altiparanae (Ferreira-Neto et al., 2009), A. aff. bimaculatus (Kavalco et al., 2011) e A. 

scabripinnis (Santos et al., 2012). Da mesma forma, outros autores indicam que 

populações distantes de uma mesma espécie também apresentam distribuição cariotípica 

distintas (Fernandes e Martins-Santos, 2005; Kavalco et al., 2011; Pansonato-Alves et 

al., 2013). 

Contrariamente, a população Capivara apresentou um cariótipo distinto das 

demais (figura 1d). O fato de esta população estar mais distante geograficamente das 

populações Barra Seca, Campo Novo e Batalha, todas da bacia do Tietê (vide figura 1 e 

tabela 1 no tópico geral de material e metodologia) poderia ter influenciado na 

diferenciação de sua macroestrutura cromossômica, diferindo das demais que estão mais 

próximas entre si. Segundo Mayr (1977), alterações cromossômicas tendem a ocorrer 

independentemente em populações separadas geograficamente. 

Nas duas populações da bacia do Paranapanema observamos diferenças sutis em 

suas constituições cariotípicas (figuras 1a, f). Notadamente há uma maior incidência de 

cromossomos acrocêntricos na população Véu de Noiva comparados à população 

Alambari, que apresenta uma maior incidência de cromossomos subtelocêntricos. 

Rearranjos cromossômicos dos tipos fissão ou translocação robertsoniana poderiam 

explicar estes eventos. Assim, diferentemente das populações analisadas da bacia do rio 
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Tietê, estas populações da bacia do rio Paranapanema tendem a um sentido de separação 

para unidades evolutivas independentes. 

O bandamento C aplicado nas populações das duas bacias hidrográficas revelou 

a presença de blocos heterocromáticos em posição terminal de até dez cromossomos, 

com uma maior incidência de marcações em cromossomos do tipo acrocêntrico (figura 

2). Daniel et al. (2012) também observaram um padrão múltiplo de banda C positivas 

em uma população da bacia do Paranapanema de A. bockmanni. Um número elevado de 

blocos heterocromáticos distribuídos em diversos cromossomos também foram 

diagnosticados por Kavalco et al. (2008) e Silva et al. (2013) em outras três populações 

desta espécie, duas do Paranapanema, e uma do Tietê. De forma contrária, Hashimoto e 

Porto-Foresti, (2010) reportaram apenas um par de cromossomos banda C positivas em 

outras duas populações, Barra Seca e Campo Novo, ambas pertencentes à Bacia do rio 

Tietê. 

O padrão de distribuição da heterocromatina evidenciado em A. bockmanni 

assemelha-se aos observados para outras espécies do gênero. Mantovani et al. (2000) 

observaram um polimorfismo inter individual da distribuição da heterocromatina em 

duas populações de A. scabripinnis dos rios Marrecas e Centenário (afluentes da bacia 

do Paranapanema). De acordo com Ohno (1970), a instabilidade da heterocromatina 

pode ser resultado da duplicação de um segmento heterocromático, por um crossing-

over desigual, ou por uma translocação não recíproca, originando assim, dois tipos de 

gametas portando diferentes quantidades de cromatina. Esta teoria poderia responder os 

diferentes padrões observados em populações de A. bockmanni reportadas por diferentes 

autores, bem como no atual trabalho. 

Em relação aos microcromossomo B, encontrados apenas na população 

Alambari, estes apresentaram um padrão parcialmente (Ba) e totalmente 
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heterocromático (Bm) (figura 1a), padrões também observados por Daniel et al. (2012) 

para a mesma espécie e outras espécies do grupo (Porto-Foresti et al., 1997; Moreira-

Filho et al., 2001; Ferro et al., 2003; Hashimoto et al., 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Através da impregnação com nitrato de Prata, vários sítios Ag-NORs foram 

detectados nas seis populações analisadas, predominando um sistema de RONs 

múltiplas e variação inter e intraindividual, com exceção da população do córrego 

Capivara, que apresentou apenas um par de cromossomos portando RONs. Estas 

marcações concentram-se principalmente nas regiões terminais dos cromossomos, e em 

alguns casos inclusive, não correspondendo ao seu homólogo (figura 3). Dessa forma, 

aparentemente, as informações levantadas convergem para um padrão de distribuição 

múltiplo e variável das RONs em populações de A. bockmanni. A impregnação com 

Figura 2: Análise da distribuição da heterocromatina constitutiva através de bandamento C em células metafásicas de 

Astyanax bockmanni. Em a população córrego Alambari, b córrego Campo Novo, c córrego Barra Seca, d rio Batalha, e 

córrego Capivara, f cachoeira Véu de Noiva. Bar 10 µm. 
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nitrato de Prata não indicou atividades nucleolares em nenhum dos dois 

supranumerários reportados para esta espécie. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Em outras espécies de Astyanax, a ocorrência de RONs distribuídas em 

múltiplos pares também é frequentemente diagnosticada. Em A. altiparanae são 

observados 4-7 sítios de RONs (Daniel-Silva e Almeida-Toledo, 2001; Fernandes e 

Martins-Santos, 2006). A. scabripinnis apresenta entre 4-14 marcações (Mantovani et 

al., 2000, 2005;. Fernandes e Martins-Santos, 2005). Em A. fasciatus são encontrados 

até quatro sítios (Daniel-Silva e Almeida-Toledo, 2001; Pazza et al., 2006). A espécie 

A. laticeps apresenta três marcações (Rosa et al., 2009), além de A. giton com 10 

marcações (Kavalco e Moreira-Filho, 2003), e A. intermedius com 12 pequenas 

marcações ao longo dos cromossomos (Kavalco e Moreira-Filho, 2003). Aparentemente 

Figura 3: Célumas metafásicas de Astyanax bockmanni submetidas à impregnação com nitrato de Prata (Ag-NOR). Em a 

população córrego Alambari, b córrego Campo Novo, c córrego Barra Seca, d rio Batalha, e córrego Capivara, f cachoeira 

Véu de Noiva. Bar 10 µm. 
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esta não é uma característica restrita apenas para A. bockmanni, mas extrapolada para o 

gênero Astyanax. 

Para uma melhor investigação sobre o posicionamento dos genes associados às 

regiões organizadoras de nucléolo, realizamos a Hibridação in situ com o gene 

ribossomal 18S, que evidenciou a presença de 6-11 marcações ao longo dos 

cromossomos, confirmando o padrão polimórfico desses sítios, previamente observados 

pela Ag-NOR (figura 4). Estas marcações foram identificadas predominantemente em 

regiões terminais dos cromossomos, indicando que rearranjos estruturais podem estar 

envolvidos na dinâmica evolutiva destes sítios em A. bockmanni. Daniel et al. (2012) e 

Silva et al. (2013) visualizaram até oito sítios de DNAr 18S em outras três populações 

desta espécie, reforçando a ideia de que na espécie A. bockmanni sítios e localização do 

DNAr 18S costumam ser múltiplos e variáveis. 

Somado a isso, Mantovani et al. (2005) afirmam que em espécies de Astyanax 

sítios de DNAr 18S são comumente descritos como múltiplos, e podem ainda, 

apresentar variações entre populações de uma mesma espécie, além de ser mais 

frequentemente observado em regiões terminais ou em posição intersticial (Almeida-

Toledo et al., 2002). No entanto, apesar de ser mais frequente o diagnóstico de 

múltiplos sítios de DNAr 18S no genoma de espécies de Astyanax, Santos et al. (2013) 

observaram apenas dois cromossomos marcados, padrão incomum ao gênero. Assim, a 

combinação dos resultados de Ag-NOR e FISH do DNAr 18S levantados no atual 

trabalho parece de fato indicar um caráter múltiplo destes sítios nesta espécie, pois esta 

característica foi observada em todas as populações analisadas. 

Enquanto que variações inter e intra populacionais são frequentemente 

reportadas para sítios de DNAr 18S, a localização e distribuição de DNAr 5S mostram 

uma série de evidências homólogas e conservadas entre espécies e populações do 
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gênero Astyanax (Ferreira-Neto et al., 2009; Hashimoto et al., 2011; Daniel et al., 2012; 

Silva et al., 2013; Santos et al., 2013). Da mesma forma, no presente trabalho, 

verificamos que o DNAr 5S está localizado na região intersticial do braço curto de dois 

pares cromossômicos, um metacêntrico e outro subtelocêntrico (figura 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Adicionalmente, em Astyanax sp. e A. janeiroensis, os sítios de DNAr 5S são 

localizados exclusivamente em um par de cromossomos acrocêntricos (Kantek et al., 

2007). Padrões semelhantes também foram observados em A. scabripinnis (Vicari et al., 

2008). Estas marcações são similares às encontradas na maioria das espécies de peixes 

que tiveram este gene mapeado em seu genoma (Kavalco et al., 2009; Hashimoto et al., 

b c 

Figura 4: Células metafásicas de exemplares de Astyanax bockmanni submetidas à dupla FISH com sondas de DNAr 5S e 

18S. Em a população córrego Alambari, b córrego Campo Novo, c córrego Barra Seca, d rio Batalha, e córrego Capivara, f 

cachoeira Véu de Noiva. Em verde DNAr 5S, em vermelho DNAr 18S. Bar 10 µm. 
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2011). Por outro lado, a ocorrência de sítios de DNAr 5S dispersos também têm sido 

detectada em peixes (Fujiwara et al., 1998). 

Assim, acreditamos que o padrão do DNAr 5S reportado possa indicar um papel 

importante desempenhado por estas sequências nos processos de manutenção cariotípica 

em A. bockmanni, uma vez que o mesmo padrão de distribuição e localização destes 

sítios foram diagnosticados nas seis populações analisadas, e são reportadas em diversas 

outras espécies desta mesma espécie (Kavalco et al., 2009; Hashimoto et al., 2011; 

Daniel et al., 2012; Silva et al., 2013). Mantovani et al. (2005) também acreditam na 

importância evolutiva destas sequências ribossômicas no genoma de peixes. Segundo os 

autores, o padrão conservado do DNAr 5S e propõe em A. scabripinnis pode estar 

relacionado à localização destes sítios nos cromossomos que os carreiam (regiões 

intersticiais e terminais), onde este gene estaria mais bem “protegido” de eventos de 

dispersão, eventos estes, muito recorrentes com DNAr 45S. 

Apesar de estarmos avançando de forma contundente em estudos genéticos e 

citogenéticos de peixes, vemos que muitas populações e espécies de diversos gêneros 

ainda carecem de informações básicas, como seu número diploide, fórmulas 

cariotípicas, distribuição cromossômica, e bandamentos cromossômicos clássicos (Ag-

NOR e bandamento C). 

Assim, os resultados obtidos no presente estudo representam uma importante 

contribuição à citogenética do gênero Astyanax, em especial A. bockmanni. Ainda, 

mesmo pertencendo a bacias hidrográficas diferentes, a populações desta espécie 

possuem características macroestruturais conservadas, principalmente no que diz 

respeito ao número diploide. Entretanto, fatores microestruturais (padrões das RONs, 

heterocromatina constitutiva e disposição de genes ribossomais) ficam bem evidentes 

em populações de bacias diferentes, mesmo em curtas distâncias. Pelo observado, estes 
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fatores tendem a seguir um mesmo caminho evolutivo, e mostram-se conservados 

quando em relacionados a populações de uma mesma bacia hidrográfica e que estejam 

relativamente próximas. 

Ao contrário, quando estas populações pertencem a bacias hidrográficas 

distintas, ou ainda a mesma bacia hidrográfica, mas de localidades distantes, estas 

populações tendem a seguir caminhos evolutivos independentes. Estas característica 

ficam à mostras quando comparamos os dados levantados para as populações da bacias 

hidrográficas dos rios Tietê e Paranapanema. 
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Organização e distribuição cromossômica de genes histônicos e 

transposons da família Rex no genoma de Astyanax bockmanni 

(TELEOSTEI, CHARACIFORMES) 
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Resumo 

 

   Uma importante característica da maioria dos organismos eucariotos é a quantidade 

significativa de diferentes tipos de segmentos de DNA repetitivo em seu genoma, 

característica não observada em organismos procariotos. Por conta disso, estas 

sequências são consideradas componentes chave na compreensão dos mecanismos 

evolutivos e diferenciação cariotípica do grupo. Assim, objetivamos mapear fisicamente 

genes histônicos e transposons da família Rex em seis populações da espécie Astyanax 

bockmanni. A FISH com a histona H1 evidenciou clusters localizados em dois pares 

cromossômicos homólogos entre as seis populações. Por outro lado, em cinco, das seis 

populações analisadas, a histona H3 concentrou grandes blocos em quatro 

cromossomos, alguns inclusive, não homólogos entre si. Diferentemente, a população 

Alambari apresentou este gene em até sete cromossomos. Os transposons Rex1 e Rex6 

exibiram pequenos sítios dispersos ao longo da maioria dos cromossomos de todas as 

populações. Já o elemento Rex3 hibridou um grande bloco concentrado em um único 

cromossomo acrocêntrico nas populações Barra Seca e Batalha. As populações 

Capivara e Véu de Noiva apresentaram grandes blocos deste elemento concentrados em 

alguns cromossomos. Adicionalmente, as populações Alambari e Campo Novo 

indicaram pequenos sítios do transposon Rex3 distribuídos ao longo da maioria dos 

cromossomos. Sinais conspícuos dos elementos transponíveis Rex1, Rex3 e Rex6 foram 

evidenciados no microcromossomo B, encontrado apenas na população Alambari. 

Assim, os resultados indicam que mecanismos distintos estão conduzindo a propagação 

de sequências de DNA repetitivo no genoma de A. bockmanni. Ainda, vimos que 

sequências repetitivas da mesma família gênica podem se organizar de diferentes modos 

nesta espécie, podendo inclusive, ter participação ativa na origem e manutenção de seus 

cromossomos B.  
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Introdução 

 

Os genomas de organismos eucariontes são caracterizados por carregar grande 

quantidade de segmentos de DNA repetitivo (Bueno et al., 2013). Estas sequências são 

conhecidas por conter alta variabilidade em relação à sua composição nucleotídica, 

número de cópias, função e forma de distribuição e organização no genoma 

(Charlesworth et al., 1994). A grande maioria dos estudos que utilizam a técnica de 

FISH envolve a localização de sondas produzidas a partir de segmentos de DNA 

repetitivo. Estas sequências podem ser classificadas em três classes principais: 1) 

repetições in tandem: inclui os DNAs satélites, minissatélites e microssatélites; 2) 

elementos transponíveis (TEs): englobam os elementos transposons e retrotransposons; 

e 3) famílias multigênicas, representadas por sequências repetidas codificadoras, como 

os genes ribossomais e histônicos (Nagoda et al., 2005). 

A natureza das sequências repetitivas é o que qualifica este material como ideal 

ou não para a construção das sondas, permitindo a determinação e localização destas 

sequências nos cromossomos. Estudos sobre a organização e mapeamento físico deste 

tipo de sequência têm permitido um avanço significativo na caracterização da 

biodiversidade e evolução ictiofaunística (Vicari et al., 2010), além de um maior 

conhecimento sobre a organização, diversificação, evolução e função dos DNAs 

repetitivos no genoma de vertebrados (Gursel et al., 2003). Apesar disso, grande parte 

dos estudos de mapeamento gênico são direcionados à localização de sítios de DNAr, 

acarretando em poucas informações sobre outros tipos de sequências, incluindo as 

famílias das histonas e transposons (Cioffi et al., 2010; Ferreira et al., 2011a, b; Valente 

et al., 2011). 
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Dessa forma, estudar estas sequências significa conhecer mais a organização 

genômica dos peixes, bem como a dinâmica evolutiva destes organismos. Assim, o 

presente trabalho reporta um estudo comparativo realizado em seis populações da 

espécie A. bockmanni através do mapeamento por FISH de DNAs repetitivos da família 

das histonas e tranposons, buscando informações sobre o padrão de distribuição, 

homologias e relações evolutivas entre estes elementos no genoma de A. bockmanni. 

 

Materiais e métodos 

 

As análises citogenéticas foram realizadas através de estimulação de mitoses 

(Oliveira et al., 1988), preparações diretas de células renais in vivo (Foresti et al., 1981), 

e bandamento C (Sumner, 1972). A morfologia cromossômica foi determinada pela 

relação do tamanho dos braços cromossômicos e classificados como metacêntricos (m), 

submetacêntrico (sm), subtelocêntricos (st), e acrocêntricos (a), dispostos no cariótipo 

em ordem decrescente de tamanho, de acordo com o proposto por Levan et al. (1964). 

Para o isolamento e amplificação de sequências parciais dos genes para a histona 

H1 e H3, foram utilizados os primers degenerados H1 F (5’-

ATGGCAGAARYCGCMCCAGC-3’) e H1 R (5’-TACTTCTTCTTGGGSGCTGC-3’) 

(Hashimoto et al., 2011), H3 F (5’-ATGGCTCGTACCAAGCAGACVGC-3’) e H3 R 

(5’-ATATCCTTRGGCATRGTGAC-3’) (Colgan et al., 1998). Os primers dos 

elementos transponíveis foram: RTX1-F1 (5’-TTCTCCAGTGCCTTCAACACC-3’) e 

RTX1-R1 (5’-TTCCTTAAAAAATAGAGTCTGCTC-3’), para o elemento Rex1 (Volff 

et al., 1999, 2000). RTX3-F1 (5’-TACGGAGAAAACCCATTTCG-3’) RTX3-R1 (5’-

AAAGTTCCTCGGTGGCAAGG-3’) para Rex3 (Volff et al., 1999, 2000), e Rex6-F 

(5’-TAAAGCATACATGGAGCGCCAC-3’) e Rex6-R (5’-
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GGTCCTCTACCAGAGGCCTGGG-3’) (Volf et al., 2001) para o transposon Rex6. 

Informações adicionais sobre os procedimentos adotados para a marcação das sondas 

estão disponíveis no tópico 3 (material e metodologia) desta dissertação. 

A FISH com sondas dos sítios de DNAr 5S e 18S realizada de acordo com 

Pinkel et al. (1986), com estringência de 77%, e algumas adequações. As sondas foram 

marcadas por reação de PCR (Polymerase Chain Reaction) com os agentes biotina 14-

dATP e digoxigenina 11-dUTP (Roche Applied Science), e os sinais de hibridação 

detectados pela ação da Avidina-fluoresceina conjugada (FITC) e anti-digoxigenina-

rodamina As lâminas foram contracoradas com o agente DAPI (4_6-diamidino-2-

phenylindole dihydrochloride). 

As imagens foram capturadas por uma câmera digital refrigerada Olympus 

Qcolor5, acoplada a um fotomicroscópio de fluorescência (BX50, Olympus), com 

auxílio do Software QCapture Pro 5.1.1.14. Para a manutenção de brilho e contraste das 

imagens foi realizado um programa de edição de imagens (Adobe Photoshop CS5). 

 

Resultados e discussão 

 

Análises citogenéticas por meio de coloração convencional com Giemsa 

evidenciaram a ocorrência de um número diploide modal de 2n=50 cromossomos em 

todos os indivíduos das seis populações analisadas de A. bockmanni, com seus 

cariótipos constituídos por cromossomos dos tipos metacêntricos, submetacêntricos, 

subtelocêntricos e acrocêntricos, conforme observado por Kavalco et al. (2009), 

Fernandes et al. (2010), Hashimoto e Porto-Foresti (2010), Hashimoto et al. (2011), 

Daniel et al. (2012), e Silva et al. 2013) em distintas populações desta espécie. Padrões 
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semelhantes também são observados em outras espécies do gênero (Pansonato-Alves et 

al., 2013a). 

A aplicação da FISH com o gene histônico H1 apresentou dois pares 

cromossômicos marcados nas seis populações, com o predomínio de um par do tipo 

metacêntrico entre elas (figura 1). Esta recorrência, bem como o número constante de 

quatro marcações diagnosticadas, poderiam indicar uma conservação destas sequências 

gênicas no genoma de diversas populações desta espécie, conforme previamente 

observados por Hashimoto et al. (2011) e Silva et al. (2013). 

Hashimoto et al. (2011) visualizaram um par cromossômico do tipo 

metacêntrico com sítios de histona H1 sempre associados ao gene ribossomal 5S em A. 

bockmanni, A. fasciatus e A. altiparanae. Resultados semelhantes foram reportados em 

outras populações de A. bockmanni, e de A. fasciatus (Silva et al., 2013; Pansonato-

Alves et al., 2013a,b), respectivamente. Segundo estes autores, estas características 

convergem para uma ancestralidade comum e conservada nesta espécie. Esta hipótese já 

havia sido proposta por Hashimoto et al. (2011), e foi posteriormente corroborada e 

fortalecida por Silva et al. (2013) e Pansonato-Alves et al. (2013a, b). A ideia de que 

estes genes evoluíram conjuntamente também é reportada em espécies de outro grupo 

de peixes (Hashimoto et al., 2012). Logo, apesar de não verificarmos esta associação 

nas populações analisadas, o mesmo padrão apresentado pela histona H1 foi observado, 

reforçando a hipótese de sua evolução conjunta ao grupo. 
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Em relação à histona H3, nossos resultados indicaram que o gene para a histona 

H3 apresenta-se em dois pares nas populações Campo Novo, Barra Seca, Batalha, 

Capivara e Véu Noiva (figura 2). De forma contrária, a população Alambari exibiu sete 

cromossomos hibridados da histona H3 em seu genoma (figura 2a). Esta distribuição 

cromossômica contrasta fortemente com o padrão conservado das demais populações 

desta espécie. Similarmente, sítios múltiplos ao longo de diversos cromossomos são 

reportados no peixe Hypostomus nigromaculatus (Pansonato-Alves et al., 2013b) e nos 

gafanhotos Abracris flavolineata (Bueno et al., 2013) e Rhammatocerus brasiliensis 

(Oliveira et al., 2011), sendo considerado polimórfico para estas espécies. Associações 

entre estes dois genes histônicos são reportados por Silva et al. (2013) e Pansonato-

Alves et al. (2013a,b) em populações distintas de A. bockmanni e A. fasciatus. Segundo 

Figura 1: Distribuição do gene para a histona H1 em populações de A. bockmanni. Em a população pertencente ao córrego 

Alambari; b, córrego Campo Novo; c, córrego Barra Seca; d, Rio Batalha; e, rio Capivara; f, cachoeira Véu Noiva. As setas 

indicam os cromossomos marcados pela sonda H1. Bar equivale a 10µm. 
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os autores, foram observados pares cromossômicos carregando genes em sintenia das 

histonas H1, H3 e DNAr 5S. Silva et al. (2013) ainda verificaram que o gene histônico 

H4 também encontra-se aglomerado na mesma região que os demais genes 

mencionados. Somados ao atual trabalho, estes são as únicas investigações sobre o 

mapeamento físico da histona H3 e H4 de forma simultânea em peixes. 

Apesar de estudos envolvendo o mapeamento físico de genes histônicos, 

principalmente a histona H3, serem raros em peixes, entre os invertebrados, estudos 

desta natureza são relativamente comuns (Cabrero et al., 2009; Bouily et al., 2010; 

Cabral-de-Mello et al., 2011a,b,c), onde a recorrência de dois pares cromossômicos 

marcados são os padrões mais comuns para a maiorias das espécies (Zhang et al., 2007; 

Bouily et al., 2010), entretanto, algumas espécies podem apresentar diversos 

cromossomos marcados, incluindo cromossomos supranumerários e sexuais (Oliveira et 

al., 2011). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: Mapeamento físico do gene para a histona H3 em A. bockmanni. Em a população pertencente ao córrego Alambari; 

b, córrego Campo Novo; c, córrego Barra Seca; d, Rio Batalha; e, rio Capivara; f, cachoeira Véu Noiva. As setas indicam os 

cromossomos marcados pela sonda. Bar equivale a 10µm. 
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Assim como o gene histônico H1, a histona H3 apresenta-se bem conservado em 

A. bockmanni. Cabrero et al. (2009) propõe que a conservação significativa dos genes 

histônicos H3 e H4 datariam antes mesmo da diferenciação das espécies de gafanhotos 

do gênero Acrididae, o que é reforçado através de análises de clusters de H3 em 

gafanhotos da família Proscopiidae (Cabral-de-Melo et al., 2011a,b,c). Para as 

populações de A. bockmanni de diferentes bacias analisadas, esta seria uma resposta 

plausível, pois um mesmo padrão de distribuição foi mantido entre as seis populações 

reportadas, mesmo algumas destas populações se encontrarem há mais de cem 

quilômetros de distância das demais. 

Outra classe intrigante de DNAs repetitivos é a dos elementos transponíveis, em 

especial os compreendem a família Rex, que em peixes organizam-se de forma distinta 

em diferentes espécies, podendo estar compartimentalizado em regiões 

heterocromáticas, ou disperso por todo o genoma. Em nossos resultados, vimos que os 

elementos Rex1 e Rex6 apresentam-se de forma dispersa ao longo do genoma de todas 

as populações analisadas (figuras 3 e 5). Outra característica observada em A. 

bockmanni, foi a presença de grandes blocos destes tranposons que alguns 

cromossomos apresentaram, pintando-os quase que completamente, enquanto que 

outros cromossomos carregavam apenas pequenos sítios. Em espécies de Hypostomus 

nigromaculatus, Pansonato-Alves et al. (2013b) visualizaram resultados próximos aos 

do atual trabalho, onde este elemento apresenta grandes blocos concentrados em apenas 

três cromossomos, e disperso em todo o restante do genoma. 

De forma semelhante, o transposon Rex3 também apresentou marcações 

dispersas na maioria dos cromossomos das populações Alambari e Campo Novo (figura 

4a-b). A população Capivara indicou que este elemento está concentrado em blocos nos 

cromossomos, entretanto, pequenos sítios também foram evidenciados (figura 4e). Já as 
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populações Barra Seca, Batalha, Capivara e Véu de Noiva apresentaram grandes blocos 

deste transposon alocado nos cromossomos (figura 4c-f), adicionalmente, um grande 

bloco de Rex3 foi concentrado apenas em um cromossomo acrocêntrico nas populações 

Barra Seca e Batalha (figuras 4c-d). A população Batalha ainda apresentou sítios 

menores dispersos. Em outras duas populações distintas de A. bockmanni, Silva et al. 

(2013) observaram uma distribuição dispersa do elemento Rex3 na maioria dos 

cromossomos. Em revisão, Ferreira et al. (2011b) evidenciam estas características em 

32 espécies de peixes, dentre eles, organismos Hypostopomatinae (Ferreira et al., 

2011a), Erythrinus (Cioffi et al., 2010), Astyanax (Silva et al., 2013; Pansonato-Alves 

et al., 2013a), espécies do gênero Hypostomus (Pansonato-Alves et al., 2013b) ciclídeos 

(Fantinatti et al., 2012), peixes da Antártida (Ozouf-Costaz et al., 2004), entre outros.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3: Mapeamento do elemento transponível Rex1 em seis populações da espécie A. bockmanni. Em a população 

pertencente ao córrego Alambari; b, córrego Campo Novo; c, córrego Barra Seca; d, Rio Batalha; e, rio Capivara; f, 

cachoeira Véu Noiva. O cromossomo B é indicado pela ponta de seta. Bar equivale a 10µm. 
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Assim, vemos a grande elasticidade e variedade destes elementos de se 

incorporarem no genoma das espécies. Em A. bockmanni estes elementos ainda não 

mantém um padrão bem definido, incorporando-se de maneiras distintas entre as 

populações analisadas. Tal capacidade pode originar alterações estruturais (Ozouf-

Costaz et al., 2004) acarretando em polimorfismos e resultando em variabilidade 

numérica de cópias intra e inter espécies, o que pode levar à grandes mudanças na 

estrutura e expressão gênicas (Capy, 1998; Ferreira et al., 2011a), contribuindo 

significativamente para a evolução do grupo (Ozouf-Costaz et al., 2004). 

A similaridade da distribuição de elementos da família Rex no genoma de 

peixes, bem como nas populações de A. bockmanni analisadas, nos dá subsídios para 

supor uma origem por transferência horizontal destes transposons no grupo. Vários 

Figura 4: Mapeamento físico do transposon Rex3 em células metafásicas de A. bockmanni. Em a população pertencente ao 

córrego Alambari; b, córrego Campo Novo; c, córrego Barra Seca; d, Rio Batalha; e, rio Capivara; f, cachoeira Véu Noiva. A 

ponta de seta indica o cromossomo B. Bar equivale a 10µm. 
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exemplos de transferência horizontal são reportados em diferentes animais, dentre eles, 

os mais bem estudados são organismos Drosophilidade (revisão em Loreto et al., 2008) 

e Drosophila melanogaster (Kidwel et al., 1977; Fisher et al., 2004). O processo de 

transferência horizontal corresponde a uma transferência de matéria genética, sem que 

necessariamente, ocorra transmissão sexual entre as espécies relacionadas (Loreto et al., 

2008). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ainda, elementos transponíveis estão presentes na maioria dos seres vivos, e isso 

nos remete a ideia de que sua existência possa ser bem antiga, onde outras formas ativas 

destes elementos poderiam ter persistido em genomas de seus hospedeiros durante 

longos períodos, provavelmente por meio de transmissão horizontal. Alguns autores 

sugerem ainda, que a inserção de transposons em seres vivos possa ter ocorrido antes 

Figura 5: Células metafásicas de A. bockmanni após procedimento de hibridação com sonda do transposon Rex6. Em a 

população pertencente ao córrego Alambari; b, córrego Campo Novo; c, córrego Barra Seca; d, Rio Batalha; e, rio 

Capivara; f, cachoeira Véu Noiva. O cromossomo B está indicado pela ponta de seta. Bar equivale a 10µm. 
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mesmo do processo de especiação que originou cada uma das espécies (Aparício et al., 

2002). Ferreira et al. (2010a) sugerem que estas sequências estariam evoluindo 

conjuntamente, ou ainda, através de um mesmo mecanismo evolutivo. 

Por estarem acumulados em quase todos os cromossomos, os elementos Rex1, 

Rex3 e Rex6 estão distribuídos quase que homogeneamente em regiões eucromáticas e 

heterocromáticas nas populações de A. bockmanni estudadas. Segundo Valente et al. 

(2011), elementos transponíveis tendem a se acumular de forma semelhante em 

cromossomos de uma mesma espécie ou populações de um grupo. Gross et al. (2009) 

visualizaram co-localizações de regiões heterocromáticas e Rex3 em três espécies de 

Symphysodon. Ozouf-Costaz et al. (2004) sugerem que em Notothenia coriiceps esta 

co-localização exerce uma participação efetiva na estruturação e organização destas 

regiões cromossômicas. Assim sendo, estes elementos seriam mais bem tolerados nestas 

regiões cromossômicas com baixa densidade gênica, onde normalmente, novas 

inserções de transposons são deletérias e, portanto, exibem grande tendência a ser alvo 

de heterocromatinização (Dimitri et al., 1997). 

Também visualizamos clusters de Rex1, Rex3 e Rex6 no cromossomo 

supranumerário de A. bockmanni (figuras 4a, 5a e 6a) da população Alambai. 

Recentemente, Fantinatti et al. (2012) verificaram que os elementos transponíveis Rex1 

e Rex6 distribuem-se no genoma e no cromossomo B de Astatotilapia latifasciata. Em 

Alburnus alburnos, o elemento Gypsy/Ty3 localiza-se exclusivamente no cromossomo 

B desta espécie (Ozouf-Costaz et al., 2004). Da mesma forma, acreditamos que a 

presença dos três transposons Rex no cromossomo supranumerário de A. bockmanni, 

poderia sugerir algum papel que estes elementos poderiam exercer nos processos de 

fusão, diferenciação molecular ou desenvolvimento de cromossomos B nesta espécie. 
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Trabalhos associando elementos transponíveis à diferenciação sexual também 

são reportados em Chionodraco hamatus, onde aparentemente o transposon Rex3 

encontra-se acumulado no braço longo do cromossomo sexual Y, e pode ter um papel 

fundamental na sua diferenciação sexual (Ziegler et al., 2003). Logo, os transposons 

parecem desempenhar um papel importante na evolução genômica de seus hospedeiros, 

colaborando ativamente com a diversidade biológica destes organismos. 

Portanto, os resultados apresentados fornecem novas informações sobre a 

evolução cromossômica de sequências repetitivas em peixes. Em seis populações de 

duas bacias hidrográficas um conservadorismo entre genes histônicos e destruição 

similares entre elementos transponíveis Rex1 e Rex6 foram revelados. Ao contrário, o 

transposon Rex3 apresentou um dinamismo particular, expondo diferentes padrões de 

distribuição entre as populações. Deste modo, estudos desta natureza contribuem para a 

ampliação do conhecimento e entendimento da distribuição e organização dos genes das 

histonas H1, H3 e dos transposons Rex1, Rex3 e Rex6 no genoma de peixes, além de 

dados a respeito da composição cromossômica do supranumerário de A. bockmanni, em 

suma, transposons da família Rex. 
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As referências correspondentes a este capítulo encontram-se no final desta 

dissertação. 
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Descendência comum de Cromossomos B em duas espécies de peixes 

do gênero Astyanax (TELEOSTEI, CHARACIFORMES) 
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Resumo 

 

   Cromossomos B são elementos adicionais dispensáveis, entretanto, possuem ampla 

ocorrência nos mais variados grupos. Atualmente, estudos são dedicados à compreensão 

da origem dos supranumerários em espécies que compreendem os peixes, em especial o 

grupo Astyanax, pois apresentam grande diversidade em nível de sequência, morfologia 

e tamanho cromossômicos, e pouco ainda se sabe sobre estas questões. Acerca disso, 

isolamos por meio de microdissecção cromossômica e obtivemos uma sonda do 

cromossomo Ba de Astyanax bockmanni, denominada Babock. A partir disso, objetivamos 

analisar possíveis homologias entre a sonda Babock e os cromossomos B e padrão de A. 

bockmanni e de outras espécies do gênero como A. paranae e A. fasciatus através da 

aplicação da FISH e Zoo-FISH. A aplicação da FISH em A. bockmanni revelou uma 

pintura cromossômica total de seus supranumerários, além de marcações em alguns 

cromossomos padrão. Sinais de hibridação também foram observados no cromossomo 

Bst de A. fasciatus, bem como alguns sítios em cromossomos padrão desta espécie. Não 

foram observadas homologias nos cromossomos A e supranumerários da espécie A. 

paranae. Dessa forma, inferimos uma possível origem dos supranumerários de A. 

bockmanni e A. fasciatus a partir de um cromossomo B ancestral, que após sua origem 

nas diferentes espécies, teriam sofrido fatores evolutivos de forma intensa e 

independente, os quais determinaram profundas modificações em suas sequências de 

DNA, acarretando assim, em cromossomos B de diferentes morfologias, observados nas 

duas espécies. 
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Introdução 

 

Cromossomos B, também conhecidos como supranumerários ou elementos 

extras, são cromossomos adicionais dispensáveis, presentes na maioria dos indivíduos 

de determinadas espécies (Camacho et al., 2000; Bueno et al., 2013; Cabrero et al., 

2013). Estes elementos são encontrados em quase todos os grupos taxonômicos de 

plantas e animais (Camacho, 2005; Vujosevic et al., 2013; Houben et al., 2013) e não 

seguem as leis de transmissão mendeliana (Voltolin et al., 2010, 2013; Penitente et al., 

2013; Houben et al., 2013). Outra característica destes cromossomos é a de não 

possuírem homólogos, ou seja, nunca se emparelham entre si e nem com os 

cromossomos do complemento A (Camacho, 2005; Sampaio et al., 2011; Houben et al., 

2013). São encontrados em organismos diplóides e poliplóides, com frequência variável 

entre populações inter e intra-individualmente (Foresti et al., 1989; Machado et al., 

2012; Penitente et al., 2013; Santos et al., 2013). No entanto, dados acerca destes 

elementos ainda são completamente particulares nos diferentes grupos, e seus estudos 

ainda são pouco conclusivos. 

Quanto à sua origem, existem muitas teorias, entretanto, duas hipóteses gerais 

têm sido propostas. A primeira diz respeito à origem intraespecífica, onde os 

cromossomos B teriam surgido a partir de cromossomos do complemento padrão, 

porém seguindo caminhos evolutivos de forma independente (Camacho et al., 2000; 

Teruel et al., 2010). Na segunda hipótese, de origem interespecífica, os cromossomos B 

teriam surgido a partir de processos de hibridização (frutos de acasalamentos 

interespecíficos) (Camacho et al., 2000; Perfectti e Werren, 2001). 

Na busca do entendimento dos mecanismos sobre origem e evolução dos 

cromossomos supranumerários, vários estudos concernentes à análise das sequências de 
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seu DNA têm sido realizados em diferentes organismos (Fernandes et al., 2011; Martins 

et al., 2012; Houben et al., 2013; Cabrero et al., 2013). A maioria dos estudos suporta 

uma origem dos cromossomos B a partir de elementos provenientes dos cromossomos 

do complemento A (McAllister e Werren, 1997), entretanto, podem ainda originarem-se 

a partir de cromossomos sexuais (Fantinatti et al. 2011) ou de forma interespecífica 

(frutos de hibridização) (Camacho et al., 2000). 

Nos últimos anos, com o aperfeiçoamento de técnicas citogenéticas e 

moleculares, teorias sobre a origem de cromossomos B em peixes obtiveram grande 

avanço, em especial no gênero Astyanax. Neste cenário, Vicari et al. (2011) estudaram a 

origem do cromossomo B em A. scabripinnis utilizando sondas específicas do 

cromossomo B, DNA repetitivo As51, DNAr 5S e 18S. De acordo com os autores a 

origem intraespecífica do B nesta espécie seria a mais plausível. Mestriner et al. (2000), 

Jesus et al. (2003), Artoni et al. (2006) e Daniel et al. (2012) sugeriram a origem dos 

cromossomos B por isocromossomos em algumas espécies de peixes. 

Assim, mediante a variabilidade em nível de tamanho e morfologia 

cromossômica evidenciada, frequência inter e intra individuais variadas, e composição 

das sequências de DNA, nos possibilita gerar uma série de especulações sobre a origem 

e os mecanismos evolutivos responsáveis por esta diversidade. Portanto, devido às 

problemáticas acerca da origem destes elementos, objetivamos mapear possíveis 

ligações existentes entre os cromossomos B e cromossomos A entre diferentes 

populações proximamente relacionadas do gênero Astyanax. 
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Materiais e Métodos 

 

Foram analisados exemplares das espécies Astyanax bockmanni, A. fasciatus e 

A. paranae provenientes de diferentes localidades (tabela 1). Para as análises 

citogenéticas, foram utilizados os métodos de estimulação de mitoses (Oliveira et al., 

1988), preparações diretas de células renais in vivo (Foresti et al., 1981), e bandamento 

C (Sumner, 1972). A morfologia cromossômica foi determinada pela relação do 

tamanho dos braços cromossômicos e classificados como metacêntricos (m), 

submetacêntrico (sm), subtelocêntricos (st) e acrocêntricos (a), dispostos no cariótipo 

em ordem decrescente de tamanho, de acordo com Levan et al. (1964). 

 

 

A técnica de microdissecção dos cromossomos B foi realizada conforme 

estabelecido por Mühlmann et al. (1995) utilizando-se suspensões de células de A. 

bockmanni, cujas metáfases possuíam microcromossomos B acrocêntricos (Ba). Estes 

supranumerários foram facilmente identificados devido ao tamanho reduzido e 

Espécie Morfotipo de B Localização Coordenadas 

*Astyanax bockmanni Ba, Bm córrego Alambari 
22º18’50,26” S, 

48º53’21,26” W 

Astyanax fasciatus BST córrego Alambari 
22º18’50,26” S, 

48º53’21,26” W 

Astyanax fasciatus BA 
córrego Campo  

Novo 

22º23’8,35” S, 

49º55’63” W 

Astyanax fasciatus BST 
córrego Barra  

Seca 

22º27’6,12” S, 

48º53’44,34” W 

Astyanax fasciatus BM 
ribeirão Água da  

Madalena 

22º59’23” S, 

48º25’31” W 

Astyanax paranae BM rio Capivara 
22º53’57” S, 

48º23’11” W 

Astyanax paranae BM córrego Cascatinha 
22º53’30”S 

48º28’36” W 

Tabela 1: Espécies e populações que apresentaram cromossomos B e suas respectivas morfologias. 

*as demais populações da espécie A. bockmnni que não apresentaram cromossomos B estão inseridas na 

tabela 1 do tópico material e métodos. 
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morfologia distinta (figura 1). As suspensões celulares foram gotejadas em lamínulas de 

vidro 24 mm x 60 mm, coradas com solução de Giemsa a 5% por 5 minutos, e então 

procedeu-se à técnica de microdissecção com auxílio de um micromanipulador (5171 - 

Eppendorf) acoplado a um microscópio invertido (Axiovert 100 - Zeizz). 

Cerca de dez cromossomos B foram microdissecados e transferidos para um 

microtubo de centrífuga (0,2 mL) contendo 9,0 uL de água ultrapura. Em seguida, o 

DNA do material microdissecado foi amplificado utilizando-se o Kit comercial 

GenomePlex® Single Cell Whole Genome Amplifition (WGA4-Sigma), e o produto 

checado em gel de agarose 1%. Por meio de uma reação de reamplificação deste DNA 

através do Kit GenomePlex® WGA Reamplification Kit (WGA3-Sigma) associado à 

digoxigenina-11-dUTP (Roche Applied Science) foi então criada uma sonda B-

específica do DNA total do cromossomo B (denominada Babock). 

O procedimento adotado para a realização da hibridação in situ seguiu o 

protocolo estabelecido por Pinkel et al. (1986), com estringência de 77%. As lâminas 

foram contracoradas com o agente DAPI (4_6-diamidino-2-phenylindole 

dihydrochloride), e a detecção do sinal de hibridação realizada através da ação da anti-

digoxigenina-rodamina (Roche Applied Science) e Avidina-fluoresceína conjugada 

(FITC). Como forma de controle, quando efetuada a Zoo-FISH com a sonda Babock 

realizada em cromossomos B das demais espécies, conjuntamente, o mesmo 

procedimento era adotado com lâminas da espécie A. bockmanni, a fim de obtermos 

maior credibilidade quanto às marcações observadas. As imagens foram capturadas por 

uma câmera digital refrigerada Olympus Qcolor5, acoplada a um fotomicroscópio de 

fluorescência (BX50, Olympus) e auxílio do Software QCapture Pro 5.1.1.14. A 

montagem dos cariótipos, manutenção de brilho e contraste das imagens foram feitas no 

programa Adobe Photoshop CS5. 
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Resultados e discussão 

 

Através da análise de células metafásicas de exemplares das espécies Astyanax 

bockmanni e A. paranae identificamos um número diploide modal de 50 cromossomos 

para ambas as espécies e de 46 cromossomos para A. fasciatus, encontrando-se de 

acordo com o descrito na literatura acerca do número diploide modal para estas espécies 

(Porto-Foresti et al., 1997; Ferreira-Neto et al., 2009; Hashimoto et al., 2011; Daniel et 

al., 2012; Pansonato-Alves et al., 2013). O bandamento C indicou um padrão de 

heterocromatina parcial dos supranumerários Ba (A. bockmanni) (figura 1a), BST e BM 

(A. fasciatus) (figura 1c, 1e-f), e um padrão totalmente heterocromático para os 

supranumerários Bm (A. bockmanni) (figura 1b), BA (A. fasciatus) (figura 1d) e BM (A. 

paranae) (figura 1g-h). 

Assim como nas espécies reportadas no atual trabalho, diferentes padrões de 

bandas também são observados em outras espécies de peixes. Em Moenkhausia 

sanctaefilomenae, os supranumerários apresentam-se geralmente heterocromáticos, ou 

ainda, parcialmente e eucromáticos (Foresti et al., 1989; Dantas et al., 2007). Em 

algumas espécies do gênero Astyanax estes elementos normalmente apresentam-se 

heterocromáticos (Porto-Foresti et al., 1997; Moreira-Filho et al., 2001; Ferro et al., 

2003; Hashimoto et al., 2008; Daniel et al., 2012), apesar de trabalhos relatarem 

padrões parciais ou eucromáticos (Néo et al., 2000; Moreira-Filho et al., 2001; Kavalco 

et al., 2007; Daniel et al., 2012; Machado et al., 2012). Estas variações indicam que 

estes elementos estão constantemente reorganizando-se geneticamente. 

Moreira-Filho et al. (2001) propõe uma hipótese fundamentada na similaridade 

dos supranumerários no gênero Astyanax, e sugerem que a origem destes elementos 

precede a diferenciação das espécies no grupo. Em revisão sobre cromossomos B, 
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Moreira-Filho et al. (2004) postulam que morfotipos destes elementos são 

frequentemente observados em espécies de Astyanax, entretanto, a variante BM 

(semelhante ao primeiro par cromossômico) é a que apresenta maior distribuição em 

populações naturais. Como a variante BM ocorre em outras populações de Astyanax, é 

plausível que esta variante corresponda a um cromossomo B ancestral (revisão em 

Moreira-Filho et al., 2004). Outras variantes podem ser derivadas de rearranjos 

estruturais do cromossomo BM. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Através de hibridação in situ com a sonda B-específica Babock observamos uma 

pintura cromossômica total dos morfotipos Ba e Bm na espécie A. bockmanni (figuras 

2a,b), além de grandes blocos concentrados nas regiões terminais dos braços curtos e 

longos do cromossomo Bst de A. fasciatus (figura 2d), sugerindo que estes elementos 

adicionais poderiam de fato compartilhar um ancestral comum, sustentando a hipótese 

de um cromossomo B ancestral em Astyanax, como proposto por Moreira-Filho et al. 

Figura 1: Células metafásicas de das espécies A. bockmanni (a,b), A. fasciatus (c,d,e, f) e A. paranae (g, h) submetidas à 

técnica de bandamento C. As setas indicam os cromossomos Supranumerários. Bar 10 µm. 
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(2001). Em A. goyacensis, Santos et al. (2013) constataram sinais de uma sonda B-

específica em cromossomos padrão e na maioria dos cromossomos B visualizados. Os 

resultados sugerem que os cromossomos B podem ter se originado a partir de dois pares 

de cromossomos acrocêntricos. Padrões similares de heterocromatina entre estes 

cromossomos e cromossomos B reforçam esta ideia. Os autores reportam ainda a 

presença de até nove cromossomos B no genoma desta espécie, fato inédito entre as 

espécies deste gênero. 

Em busca de informações sobre a origem de supranumerários no gênero 

Prochilodus, Voltolin et al. (2013) isolaram e marcaram uma sonda a partir de um de 

seus cromossomo B e com a aplicação da Zoo-FISH, constataram uma grande 

homologia entre o DNA isolado e os supranumerários de P. nigricans. As similaridades 

apresentadas entre estes cromossomos B seriam indícios suficientes para hipotetizar 

uma origem comum destes elementos em ambas as espécies. Similarmente, Cabrero et 

al. (2013) utilizando sondas de DNAr e satDNA isolados de cromossomos B, mapearam 

uma possível origem destes elementos em 17 populações do gafanhoto Eyprepocnemis 

plorans e observaram que todas as populações apresentavam homologia com o DNA 

isolado do B. Dessa forma, aparentemente a ideia de ancestralidade pode não restringir-

se apenas ao grupo Astyanax, mas extrapolada, inclusive, para outros grupos animais 

portadores desses elementos extras. 

Teruel et al. (2009) abordaram a microdissecção cromossômica para entender a 

origem do cromossomo B em insetos. Os autores microdissecaram e marcaram sondas 

específicas dos cromossomos X e B24 do gafanhoto Eyprepocnemis plorans. Após 

aplicação da Zoo-FISH com estas sondas, observaram um compartilhamento de 

sequências repetitivas entre estes dois cromossomos, especificamente o DNAr 45S e 

DNAs repetitivos em tandem contendo 180 pb. Segundo os autores, os resultados 
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levantados sugerem uma origem dos cromossomos B nesta espécie a partir do 

cromossomo sexual X. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Adicionalmente, marcações bem evidentes da sonda Babock foram observadas em 

cromossomos A de duas populações de A. bockmann (figura 3a-b) e uma população de 

A. fasciatus (figura 2d). Jesus et al. (2003) dispondo de duas famílias de DNA satélite, 

SATH1 e SATH2 estudaram as sequências de DNA repetitivo presentes nos 

cromossomos B da espécie Prochilodus lineatus. A localização cromossômica destas 

Figura 2: Células metafásicas portando cromossomos supranumerários após FISH com sonda B-específica Babock. Em a, b 

e c Astyanax bockmanni; em d, e, f, g A. fasciatus; h, i A. paranae. As setas indicam os Cromossomos B. Bar 10 µm. 
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famílias de DNA repetitivo indicou grande similaridade entre o DNA satélite SATH1 e 

todos os cromossomos B desta espécie, além de sítios conspícuos na região 

pericentromérica de cromossomos do complemento padrão. Mestriner et al. (2000) por 

meio da sonda As51, detectaram a presença de sequências repetitivas nos dois braços do 

cromossomo B de A. scabripinnis, semelhante ao par de cromossomos 24. Acerca dos 

resultados levantados, Mestriner et al. (2000) e Jesus et al. (2003) atribuíram formação 

por isocromossomo dos cromossomos B em ambas as espécies. 

Artoni et al. (2006) em estudos envolvendo sondas das mesmas famílias de 

DNA satélite (SATH1 e SATH2) em duas populações de Prochilodus lineatus (rio 

Mogi-Guaçu/SP e lagoa Dourada/PR), observaram uma homologia completa entre o 

SATH1 e três de quatro supranumerários do rio Mogi-Guaçu, com o outro B se 

apresentando parcialmente marcado. Todavia, na população da lagoa Dourada dois dos 

três cromossomos B mostraram sinais fluorescentes parciais da sonda, enquanto que o 

cromossomo B restante não apresentou marcações de SATH1. Os autores postulam que 

a diferente distribuição da SATH1 nestas duas populações de P. lineatus pode revelar 

um processo de evolução independente dos supranumerários das localidades 

amostradas, e atribuem uma origem por isocromossomos destes cromossomos B. 

Camacho et al. (2000) postulam que a caracterização molecular de sequências de 

DNA repetitivo específica de cromossomos B que são compartilhadas com seus 

cromossomos A da própria espécie, bem como compartilhadas com supranumerários e 

cromossomos padrão de outras espécies, fornecem uma série de subsídios que reforçam 

a hipótese de uma origem comum destes elementos adicionais. 

Observamos ainda em nossos resultados que alguns cromossomos B de A. 

fasciatus e A. paranae não apresentaram qualquer homologia com a sonda Babock. Isso 

poderia ser fruto da alta incidência de mutações que cromossomos B sofrem, abrindo 
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dessa forma novos caminhos evolutivos e polimorfismo destes elementos, uma vez que 

algumas das novas variantes encontradas nas diferentes espécies e populações registram 

maiores taxas de transmissão comparadas ao seu B ancestral, e assim, podem facilmente 

substituí-lo (Cabrero et al., 2013). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Segundo Cabrero et al. (2013), as sequências contidas em cromossomos B têm 

uma taxa de mutação bem mais elevada comparada ao restante do genoma, e podem 

portanto, diferenciar-se de seus ”progenitores”, fatos muito bem documentados em 

populações de gafanhotos Eyprepocnemis plorans, com ocorrência de pelo menos 

outras 50 variantes de supranumerários a partir de um B ancestral. Pesquisas recentes 

indicam que esses cromossomos após sua origem modificam rapidamente sua estrutura 

genética em poucas gerações (Manrique-Poyato et al., 2013), impedindo a sinapse com 

Figura 3: Células metafásicas da espécie A. bockmanni que não apresentaram Cromossomos B em seu conjunto 

genômico. Em a´, população do córrego Alambari; b, córrego Barra Seca; c, córrego Campo Novo; d, rio Batalha; e, rio 

Capivara; f, cachoeira Véu Noiva. Bar 10 µm. 
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seu possível DNA “progenitor” seguindo suas próprias vias evolutivas e isolando-se do 

restante do genoma que o teria originado (Camacho et al., 2000). 

Portanto, propomos uma origem comum dos supranumerários de A. bockmanni 

(Ba e Bm) e A. fasciatus (Bst) aqui reportados, uma vez que a sonda Babock revelou grande 

homologia entre ambos, bem como alguns de seus cromossomos padrão, inclusive em 

populações que não indicaram a presença de cromossomos B, o que reforça a hipótese 

de que em algum momento evolutivo e geográfico, estas populações compartilharam de 

um ancestral comum portador de supranumerários, ou ainda, este cromossomo B 

poderia estar em fase de invasão nesta população. Todavia, sabemos que 

supranumerários em peixes podem não apresentar um modelo único de origem. Por 

conta disso, seria imprescindível isolar e criar sondas B-específicas das outras duas 

espécies estudadas. Estes estudos certamente poderão reforçar esta teoria, e mostrar 

inclusive que não só estas três espécies podem estar associadas a um cromossomo B 

ancestral, mas também outras espécies do grupo que são proximamente relacionadas. 

 

Referências Bibliográficas 

As referências bibliográficas correspondentes a este capítulo encontram-se no 

final desta dissertação. 
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CAPÍTULO 3 

 

 

 

Descendência comum de Cromossomos B em duas espécies de peixes 

do gênero Astyanax (TELEOSTEI, CHARACIFORMES) 
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Resumo 

 

   Cromossomos B são elementos adicionais dispensáveis, entretanto, possuem ampla 

ocorrência nos mais variados grupos. Atualmente, estudos são dedicados à compreensão 

da origem dos supranumerários em espécies que compreendem os peixes, em especial o 

grupo Astyanax, pois apresentam grande diversidade em nível de sequência, morfologia 

e tamanho cromossômicos, e pouco ainda se sabe sobre estas questões. Acerca disso, 

isolamos por meio de microdissecção cromossômica e obtivemos uma sonda do 

cromossomo Ba de Astyanax bockmanni, denominada Babock. A partir disso, objetivamos 

analisar possíveis homologias entre a sonda Babock e os cromossomos B e padrão de A. 

bockmanni e de outras espécies do gênero como A. paranae e A. fasciatus através da 

aplicação da FISH e Zoo-FISH. A aplicação da FISH em A. bockmanni revelou uma 

pintura cromossômica total de seus supranumerários, além de marcações em alguns 

cromossomos padrão. Sinais de hibridação também foram observados no cromossomo 

Bst de A. fasciatus, bem como alguns sítios em cromossomos padrão desta espécie. Não 

foram observadas homologias nos cromossomos A e supranumerários da espécie A. 

paranae. Dessa forma, inferimos uma possível origem dos supranumerários de A. 

bockmanni e A. fasciatus a partir de um cromossomo B ancestral, que após sua origem 

nas diferentes espécies, teriam sofrido fatores evolutivos de forma intensa e 

independente, os quais determinaram profundas modificações em suas sequências de 

DNA, acarretando assim, em cromossomos B de diferentes morfologias, observados nas 

duas espécies. 
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Introdução 

 

Cromossomos B, também conhecidos como supranumerários ou elementos 

extras, são cromossomos adicionais dispensáveis, presentes na maioria dos indivíduos 

de determinadas espécies (Camacho et al., 2000; Bueno et al., 2013; Cabrero et al., 

2013). Estes elementos são encontrados em quase todos os grupos taxonômicos de 

plantas e animais (Camacho, 2005; Vujosevic et al., 2013; Houben et al., 2013) e não 

seguem as leis de transmissão mendeliana (Voltolin et al., 2010, 2013; Penitente et al., 

2013; Houben et al., 2013). Outra característica destes cromossomos é a de não 

possuírem homólogos, ou seja, nunca se emparelham entre si e nem com os 

cromossomos do complemento A (Camacho, 2005; Sampaio et al., 2011; Houben et al., 

2013). São encontrados em organismos diplóides e poliplóides, com frequência variável 

entre populações inter e intra-individualmente (Foresti et al., 1989; Machado et al., 

2012; Penitente et al., 2013; Santos et al., 2013). No entanto, dados acerca destes 

elementos ainda são completamente particulares nos diferentes grupos, e seus estudos 

ainda são pouco conclusivos. 

Quanto à sua origem, existem muitas teorias, entretanto, duas hipóteses gerais 

têm sido propostas. A primeira diz respeito à origem intraespecífica, onde os 

cromossomos B teriam surgido a partir de cromossomos do complemento padrão, 

porém seguindo caminhos evolutivos de forma independente (Camacho et al., 2000; 

Teruel et al., 2010). Na segunda hipótese, de origem interespecífica, os cromossomos B 

teriam surgido a partir de processos de hibridização (frutos de acasalamentos 

interespecíficos) (Camacho et al., 2000; Perfectti e Werren, 2001). 

Na busca do entendimento dos mecanismos sobre origem e evolução dos 

cromossomos supranumerários, vários estudos concernentes à análise das sequências de 
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seu DNA têm sido realizados em diferentes organismos (Fernandes et al., 2011; Martins 

et al., 2012; Houben et al., 2013; Cabrero et al., 2013). A maioria dos estudos suporta 

uma origem dos cromossomos B a partir de elementos provenientes dos cromossomos 

do complemento A (McAllister e Werren, 1997), entretanto, podem ainda originarem-se 

a partir de cromossomos sexuais (Fantinatti et al. 2011) ou de forma interespecífica 

(frutos de hibridização) (Camacho et al., 2000). 

Nos últimos anos, com o aperfeiçoamento de técnicas citogenéticas e 

moleculares, teorias sobre a origem de cromossomos B em peixes obtiveram grande 

avanço, em especial no gênero Astyanax. Neste cenário, Vicari et al. (2011) estudaram a 

origem do cromossomo B em A. scabripinnis utilizando sondas específicas do 

cromossomo B, DNA repetitivo As51, DNAr 5S e 18S. De acordo com os autores a 

origem intraespecífica do B nesta espécie seria a mais plausível. Mestriner et al. (2000), 

Jesus et al. (2003), Artoni et al. (2006) e Daniel et al. (2012) sugeriram a origem dos 

cromossomos B por isocromossomos em algumas espécies de peixes. 

Assim, mediante a variabilidade em nível de tamanho e morfologia 

cromossômica evidenciada, frequência inter e intra individuais variadas, e composição 

das sequências de DNA, nos possibilita gerar uma série de especulações sobre a origem 

e os mecanismos evolutivos responsáveis por esta diversidade. Portanto, devido às 

problemáticas acerca da origem destes elementos, objetivamos mapear possíveis 

ligações existentes entre os cromossomos B e cromossomos A entre diferentes 

populações proximamente relacionadas do gênero Astyanax. 
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Materiais e Métodos 

 

Foram analisados exemplares das espécies Astyanax bockmanni, A. fasciatus e 

A. paranae provenientes de diferentes localidades (tabela 1). Para as análises 

citogenéticas, foram utilizados os métodos de estimulação de mitoses (Oliveira et al., 

1988), preparações diretas de células renais in vivo (Foresti et al., 1981), e bandamento 

C (Sumner, 1972). A morfologia cromossômica foi determinada pela relação do 

tamanho dos braços cromossômicos e classificados como metacêntricos (m), 

submetacêntrico (sm), subtelocêntricos (st) e acrocêntricos (a), dispostos no cariótipo 

em ordem decrescente de tamanho, de acordo com Levan et al. (1964). 

 

 

A técnica de microdissecção dos cromossomos B foi realizada conforme 

estabelecido por Mühlmann et al. (1995) utilizando-se suspensões de células de A. 

bockmanni, cujas metáfases possuíam microcromossomos B acrocêntricos (Ba). Estes 

supranumerários foram facilmente identificados devido ao tamanho reduzido e 

Espécie Morfotipo de B Localização Coordenadas 

*Astyanax bockmanni Ba, Bm córrego Alambari 
22º18’50,26” S, 

48º53’21,26” W 

Astyanax fasciatus BST córrego Alambari 
22º18’50,26” S, 

48º53’21,26” W 

Astyanax fasciatus BA 
córrego Campo  

Novo 

22º23’8,35” S, 

49º55’63” W 

Astyanax fasciatus BST 
córrego Barra  

Seca 

22º27’6,12” S, 

48º53’44,34” W 

Astyanax fasciatus BM 
ribeirão Água da  

Madalena 

22º59’23” S, 

48º25’31” W 

Astyanax paranae BM rio Capivara 
22º53’57” S, 

48º23’11” W 

Astyanax paranae BM córrego Cascatinha 
22º53’30”S 

48º28’36” W 

Tabela 1: Espécies e populações que apresentaram cromossomos B e suas respectivas morfologias. 

*as demais populações da espécie A. bockmnni que não apresentaram cromossomos B estão inseridas na 

tabela 1 do tópico material e métodos. 
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morfologia distinta (figura 1). As suspensões celulares foram gotejadas em lamínulas de 

vidro 24 mm x 60 mm, coradas com solução de Giemsa a 5% por 5 minutos, e então 

procedeu-se à técnica de microdissecção com auxílio de um micromanipulador (5171 - 

Eppendorf) acoplado a um microscópio invertido (Axiovert 100 - Zeizz). 

Cerca de dez cromossomos B foram microdissecados e transferidos para um 

microtubo de centrífuga (0,2 mL) contendo 9,0 uL de água ultrapura. Em seguida, o 

DNA do material microdissecado foi amplificado utilizando-se o Kit comercial 

GenomePlex® Single Cell Whole Genome Amplifition (WGA4-Sigma), e o produto 

checado em gel de agarose 1%. Por meio de uma reação de reamplificação deste DNA 

através do Kit GenomePlex® WGA Reamplification Kit (WGA3-Sigma) associado à 

digoxigenina-11-dUTP (Roche Applied Science) foi então criada uma sonda B-

específica do DNA total do cromossomo B (denominada Babock). 

O procedimento adotado para a realização da hibridação in situ seguiu o 

protocolo estabelecido por Pinkel et al. (1986), com estringência de 77%. As lâminas 

foram contracoradas com o agente DAPI (4_6-diamidino-2-phenylindole 

dihydrochloride), e a detecção do sinal de hibridação realizada através da ação da anti-

digoxigenina-rodamina (Roche Applied Science) e Avidina-fluoresceína conjugada 

(FITC). Como forma de controle, quando efetuada a Zoo-FISH com a sonda Babock 

realizada em cromossomos B das demais espécies, conjuntamente, o mesmo 

procedimento era adotado com lâminas da espécie A. bockmanni, a fim de obtermos 

maior credibilidade quanto às marcações observadas. As imagens foram capturadas por 

uma câmera digital refrigerada Olympus Qcolor5, acoplada a um fotomicroscópio de 

fluorescência (BX50, Olympus) e auxílio do Software QCapture Pro 5.1.1.14. A 

montagem dos cariótipos, manutenção de brilho e contraste das imagens foram feitas no 

programa Adobe Photoshop CS5. 
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Resultados e discussão 

 

Através da análise de células metafásicas de exemplares das espécies Astyanax 

bockmanni e A. paranae identificamos um número diploide modal de 50 cromossomos 

para ambas as espécies e de 46 cromossomos para A. fasciatus, encontrando-se de 

acordo com o descrito na literatura acerca do número diploide modal para estas espécies 

(Porto-Foresti et al., 1997; Ferreira-Neto et al., 2009; Hashimoto et al., 2011; Daniel et 

al., 2012; Pansonato-Alves et al., 2013). O bandamento C indicou um padrão de 

heterocromatina parcial dos supranumerários Ba (A. bockmanni) (figura 1a), BST e BM 

(A. fasciatus) (figura 1c, 1e-f), e um padrão totalmente heterocromático para os 

supranumerários Bm (A. bockmanni) (figura 1b), BA (A. fasciatus) (figura 1d) e BM (A. 

paranae) (figura 1g-h). 

Assim como nas espécies reportadas no atual trabalho, diferentes padrões de 

bandas também são observados em outras espécies de peixes. Em Moenkhausia 

sanctaefilomenae, os supranumerários apresentam-se geralmente heterocromáticos, ou 

ainda, parcialmente e eucromáticos (Foresti et al., 1989; Dantas et al., 2007). Em 

algumas espécies do gênero Astyanax estes elementos normalmente apresentam-se 

heterocromáticos (Porto-Foresti et al., 1997; Moreira-Filho et al., 2001; Ferro et al., 

2003; Hashimoto et al., 2008; Daniel et al., 2012), apesar de trabalhos relatarem 

padrões parciais ou eucromáticos (Néo et al., 2000; Moreira-Filho et al., 2001; Kavalco 

et al., 2007; Daniel et al., 2012; Machado et al., 2012). Estas variações indicam que 

estes elementos estão constantemente reorganizando-se geneticamente. 

Moreira-Filho et al. (2001) propõe uma hipótese fundamentada na similaridade 

dos supranumerários no gênero Astyanax, e sugerem que a origem destes elementos 

precede a diferenciação das espécies no grupo. Em revisão sobre cromossomos B, 
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Moreira-Filho et al. (2004) postulam que morfotipos destes elementos são 

frequentemente observados em espécies de Astyanax, entretanto, a variante BM 

(semelhante ao primeiro par cromossômico) é a que apresenta maior distribuição em 

populações naturais. Como a variante BM ocorre em outras populações de Astyanax, é 

plausível que esta variante corresponda a um cromossomo B ancestral (revisão em 

Moreira-Filho et al., 2004). Outras variantes podem ser derivadas de rearranjos 

estruturais do cromossomo BM. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Através de hibridação in situ com a sonda B-específica Babock observamos uma 

pintura cromossômica total dos morfotipos Ba e Bm na espécie A. bockmanni (figuras 

2a,b), além de grandes blocos concentrados nas regiões terminais dos braços curtos e 

longos do cromossomo Bst de A. fasciatus (figura 2d), sugerindo que estes elementos 

adicionais poderiam de fato compartilhar um ancestral comum, sustentando a hipótese 

de um cromossomo B ancestral em Astyanax, como proposto por Moreira-Filho et al. 

Figura 1: Células metafásicas de das espécies A. bockmanni (a,b), A. fasciatus (c,d,e, f) e A. paranae (g, h) submetidas à 

técnica de bandamento C. As setas indicam os cromossomos Supranumerários. Bar 10 µm. 
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(2001). Em A. goyacensis, Santos et al. (2013) constataram sinais de uma sonda B-

específica em cromossomos padrão e na maioria dos cromossomos B visualizados. Os 

resultados sugerem que os cromossomos B podem ter se originado a partir de dois pares 

de cromossomos acrocêntricos. Padrões similares de heterocromatina entre estes 

cromossomos e cromossomos B reforçam esta ideia. Os autores reportam ainda a 

presença de até nove cromossomos B no genoma desta espécie, fato inédito entre as 

espécies deste gênero. 

Em busca de informações sobre a origem de supranumerários no gênero 

Prochilodus, Voltolin et al. (2013) isolaram e marcaram uma sonda a partir de um de 

seus cromossomo B e com a aplicação da Zoo-FISH, constataram uma grande 

homologia entre o DNA isolado e os supranumerários de P. nigricans. As similaridades 

apresentadas entre estes cromossomos B seriam indícios suficientes para hipotetizar 

uma origem comum destes elementos em ambas as espécies. Similarmente, Cabrero et 

al. (2013) utilizando sondas de DNAr e satDNA isolados de cromossomos B, mapearam 

uma possível origem destes elementos em 17 populações do gafanhoto Eyprepocnemis 

plorans e observaram que todas as populações apresentavam homologia com o DNA 

isolado do B. Dessa forma, aparentemente a ideia de ancestralidade pode não restringir-

se apenas ao grupo Astyanax, mas extrapolada, inclusive, para outros grupos animais 

portadores desses elementos extras. 

Teruel et al. (2009) abordaram a microdissecção cromossômica para entender a 

origem do cromossomo B em insetos. Os autores microdissecaram e marcaram sondas 

específicas dos cromossomos X e B24 do gafanhoto Eyprepocnemis plorans. Após 

aplicação da Zoo-FISH com estas sondas, observaram um compartilhamento de 

sequências repetitivas entre estes dois cromossomos, especificamente o DNAr 45S e 

DNAs repetitivos em tandem contendo 180 pb. Segundo os autores, os resultados 
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levantados sugerem uma origem dos cromossomos B nesta espécie a partir do 

cromossomo sexual X. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Adicionalmente, marcações bem evidentes da sonda Babock foram observadas em 

cromossomos A de duas populações de A. bockmann (figura 3a-b) e uma população de 

A. fasciatus (figura 2d). Jesus et al. (2003) dispondo de duas famílias de DNA satélite, 

SATH1 e SATH2 estudaram as sequências de DNA repetitivo presentes nos 

cromossomos B da espécie Prochilodus lineatus. A localização cromossômica destas 

Figura 2: Células metafásicas portando cromossomos supranumerários após FISH com sonda B-específica Babock. Em a, b 

e c Astyanax bockmanni; em d, e, f, g A. fasciatus; h, i A. paranae. As setas indicam os Cromossomos B. Bar 10 µm. 
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famílias de DNA repetitivo indicou grande similaridade entre o DNA satélite SATH1 e 

todos os cromossomos B desta espécie, além de sítios conspícuos na região 

pericentromérica de cromossomos do complemento padrão. Mestriner et al. (2000) por 

meio da sonda As51, detectaram a presença de sequências repetitivas nos dois braços do 

cromossomo B de A. scabripinnis, semelhante ao par de cromossomos 24. Acerca dos 

resultados levantados, Mestriner et al. (2000) e Jesus et al. (2003) atribuíram formação 

por isocromossomo dos cromossomos B em ambas as espécies. 

Artoni et al. (2006) em estudos envolvendo sondas das mesmas famílias de 

DNA satélite (SATH1 e SATH2) em duas populações de Prochilodus lineatus (rio 

Mogi-Guaçu/SP e lagoa Dourada/PR), observaram uma homologia completa entre o 

SATH1 e três de quatro supranumerários do rio Mogi-Guaçu, com o outro B se 

apresentando parcialmente marcado. Todavia, na população da lagoa Dourada dois dos 

três cromossomos B mostraram sinais fluorescentes parciais da sonda, enquanto que o 

cromossomo B restante não apresentou marcações de SATH1. Os autores postulam que 

a diferente distribuição da SATH1 nestas duas populações de P. lineatus pode revelar 

um processo de evolução independente dos supranumerários das localidades 

amostradas, e atribuem uma origem por isocromossomos destes cromossomos B. 

Camacho et al. (2000) postulam que a caracterização molecular de sequências de 

DNA repetitivo específica de cromossomos B que são compartilhadas com seus 

cromossomos A da própria espécie, bem como compartilhadas com supranumerários e 

cromossomos padrão de outras espécies, fornecem uma série de subsídios que reforçam 

a hipótese de uma origem comum destes elementos adicionais. 

Observamos ainda em nossos resultados que alguns cromossomos B de A. 

fasciatus e A. paranae não apresentaram qualquer homologia com a sonda Babock. Isso 

poderia ser fruto da alta incidência de mutações que cromossomos B sofrem, abrindo 
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dessa forma novos caminhos evolutivos e polimorfismo destes elementos, uma vez que 

algumas das novas variantes encontradas nas diferentes espécies e populações registram 

maiores taxas de transmissão comparadas ao seu B ancestral, e assim, podem facilmente 

substituí-lo (Cabrero et al., 2013). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Segundo Cabrero et al. (2013), as sequências contidas em cromossomos B têm 

uma taxa de mutação bem mais elevada comparada ao restante do genoma, e podem 

portanto, diferenciar-se de seus ”progenitores”, fatos muito bem documentados em 

populações de gafanhotos Eyprepocnemis plorans, com ocorrência de pelo menos 

outras 50 variantes de supranumerários a partir de um B ancestral. Pesquisas recentes 

indicam que esses cromossomos após sua origem modificam rapidamente sua estrutura 

genética em poucas gerações (Manrique-Poyato et al., 2013), impedindo a sinapse com 

Figura 3: Células metafásicas da espécie A. bockmanni que não apresentaram Cromossomos B em seu conjunto 

genômico. Em a´, população do córrego Alambari; b, córrego Barra Seca; c, córrego Campo Novo; d, rio Batalha; e, rio 

Capivara; f, cachoeira Véu Noiva. Bar 10 µm. 
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seu possível DNA “progenitor” seguindo suas próprias vias evolutivas e isolando-se do 

restante do genoma que o teria originado (Camacho et al., 2000). 

Portanto, propomos uma origem comum dos supranumerários de A. bockmanni 

(Ba e Bm) e A. fasciatus (Bst) aqui reportados, uma vez que a sonda Babock revelou grande 

homologia entre ambos, bem como alguns de seus cromossomos padrão, inclusive em 

populações que não indicaram a presença de cromossomos B, o que reforça a hipótese 

de que em algum momento evolutivo e geográfico, estas populações compartilharam de 

um ancestral comum portador de supranumerários, ou ainda, este cromossomo B 

poderia estar em fase de invasão nesta população. Todavia, sabemos que 

supranumerários em peixes podem não apresentar um modelo único de origem. Por 

conta disso, seria imprescindível isolar e criar sondas B-específicas das outras duas 

espécies estudadas. Estes estudos certamente poderão reforçar esta teoria, e mostrar 

inclusive que não só estas três espécies podem estar associadas a um cromossomo B 

ancestral, mas também outras espécies do grupo que são proximamente relacionadas. 

 

Referências Bibliográficas 

As referências bibliográficas correspondentes a este capítulo encontram-se no 

final desta dissertação. 
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5  Considerações finais 

 

Os estudos citogenéticos e moleculares realizados no presente trabalho 

trouxeram uma particular contribuição sobre a organização cromossômica, distribuição 

e comportamento de alguns genes em diferentes populações de Astyanax bockmanni. Do 

ponto de vista citogenético o número diplóide modal para esta espécie apresentou 

2n=50 cromossomos, com todos os cariótipos constituídos por cromossomos 

metacêntricos, submetacêntricos, subtelocêntricos e acrocêntricos, além da presença de 

cromossomos B em apenas uma das populações (córrego Alambari), caracterizado pelo 

seu tamanho (microcromossomo) e heterocromatinização peculiares. 

O bandamento C aplicado revelou um polimorfismo de marcações inter 

individuais nas seis populações, variando desde quatro (córrego Alambari e rio 

Capivara), até dez cromossomos marcados (rio Batalha). Em todas as populações 

verificamos uma recorrência de marcações em cromossomos de morfologia 

acrocêntricos. A instabilidade da heterocromatina pode ser resultado da duplicação de 

segmentos heterocromáticos por translocações não recíprocas, originando assim, 

gametas com quantidade de cromatina diferentes. 

A impregnação com nitrato de Prata detectou vários sítios Ag-NORs em cinco 

das seis populações analisadas, predominando um sistema de RONs múltiplas e 

variação inter individual. Apenas a população do córrego Capivara apresentou um 

sistema de RONs simples. Este heteromorfismo de Ag-NOR pode estar associado à 

mecanismos de crossing-over desiguais, transposição ou rearranjos cromossômicos 

durante seu processo de diferenciação, processos comumente relatados em peixes. A 

impregnação com nitrato de Prata não indicou atividades nucleolares nos 

supranumerários reportados para esta espécie. 
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Os genes DNAr 5S e 18S mapeados em A. bockmanni acompanharam os 

padrões de distribuição e marcação do gênero, com o gene 5S se mostrando mais 

conservado, presente em apenas dois pares cromossômicos. Já o DNAr 18S se mostrou 

extremamente variável entre as populações (de 4 a 9 cromossomos marcados), 

fortalecendo a ideia de que genes ribossomais possivelmente seguem caminhos 

evolutivos independentes. 

As mesmas populações apresentaram de forma similar os genes para a histona 

H1 e H3, presentes apenas em dois pares cromossômicos, com exceção apenas da 

população Alambari, que apresentou sete cromossomos hibridados com a histona H3. 

Assim, aparentemente estes dois genes esboçam um comportamento conservado para A. 

bockmanni e outras espécies do gênero, não apresentando diferenciação significativa 

entre populações. 

O mapeamento dos elementos transponíveis Rex1 e Rex6 apontou que estes 

distribuem-se de forma similar ao longo do genoma das seis populações analisadas, com 

a presença de grandes blocos dos dois transposons marcando quase que completamente 

alguns cromossomos. Sítios menores de ambos também foram reportados ao longo de 

quase todo o cromossomo, de forma a apresentar uma cobertura similar ao observado 

pelos blocos. 

O transposon Rex3 também apresentou pequenos sítios na maioria dos 

cromossomos das seis populações, entretanto, disperso pelo genoma. Além destas 

marcações, verificamos ainda o predomínio de um bloco deste elemento concentrado 

em apenas um cromossomo acrocêntrico nas populações Batalha e Barra Seca. 

Este padrão observado nas seis populações analisadas sugere que os elementos 

transponíveis da família Rex devem ter sido incorporados há muito tempo em seus 

genomas, e podem estar desde então desempenhando um papel importante na 
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conservação e evolução de populações de A. bockmanni, inclusive na origem de 

cromossomos B, já que sinais conspícuos dos três elementos foram encontrados no 

supranumerário desta espécie. Considera-se ainda, o fato de que estes elementos possam 

desempenhar papeis fundamentais na manutenção e estruturação de regiões 

cromossômicas heterocromáticas, onde há poucos genes funcionais e baixa taxa de 

recombinação, levando ao acúmulo desses elementos distribuídos pelo genoma. 

A realização de microdissecção de cromossomos B de A. bockmanni seguida de 

FISH e Zoo-FISH nas espécies A. bockmanni, A. fasciatus e A. paranae apresentou uma 

homologia contundente entre a sonda B-específica e os cromossomos B e até oito 

cromossomos padrão de duas populações de A. bockmanni. A Zoo-FISH aplicada nas 

em células metafásicas das espécies A. fasciatus e A. paranae mostrou que apenas o 

morfotipo BST de A. fasciatus compartilha sequências com o material genético da sonda 

B-específica. Entretanto, não foram observadas hibridações nos supranumerários de A. 

paranae. 

Logo, aparentemente o cromossomo B microdissecado de A. bockmanni (Ba) 

apresenta características correspondentes a um cromossomo B ancestral entre estas 

espécies, uma vez que compartilha sequências intra e interespecíficas no grupo. A 

ausência de homologias entre o cromossomo B de A. paranae pode estar associado ao 

fato de que cromossomos B tendem a seguir caminhos evolutivos distintos, assim, 

hipoteticamente após a “transmissão” do cromossomo B ancestral, este teria modificado 

de tal forma suas sequências para se manter na espécie/população ao qual foi 

introduzido, que estas alterações foram refletidas na ausência de homologia observadas, 

além de mudanças radicais em sua morfologia. O isolamento e criação de sondas B-

específicas de A. paranae e A. fasciatus aplicadas nestas e em outras espécies do grupo 

poderiam corroborar e fortalecer esta hipótese. 
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Por fim, os estudos desenvolvidos no atual trabalho, fornecem subsídios para 

melhor compreendermos a estruturação cromossômica e cariotípica, e o comportamento 

de famílias multigênicas (histonas e transposons) no genoma de peixes, bem como 

respaldos que nos permitam inferir sobre a origem, manutenção, composição e evolução 

de cromossomos supranumerários, em especial os que compreendem o gênero 

Astyanax. 
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