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  e descobrirás o conhecimento de Deus, 
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e de sua boca é que procedem a ciência e a prudência. 
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RESUMO 

A hibridação interespecífica é considerada por diversos autores um método de 

melhoramento genético de difícil compreensão, uma vez que os produtos 

obtidos do acasalamento de diferentes espécies podem originar diversos 

produtos genéticos tais como Ginogenéticos e Androgenéticos Haplóides ou 

Diplóides, Híbridos Diplóides simples, Triplóides ou até indivíduos Tetraplóides. 

A aplicação da hibridação Interespecífica é utilizada no sistema de manejo nas 

grandes Pisciculturas que visa produzir animais que possuam melhor 

desempenho que as espécies parentais (vigor híbrido), como o aumento da 

taxa de crescimento, melhor qualidade da carne, resistência a doenças e 

capacidade de tolerar variações ambientais, além do aperfeiçoamento de 

diversas outras características a fim produzir peixes mais proveitosos para o 

cultivo. Dentre aproximadamente 40 espécies de peixes de interesse comercial 

no Brasil, destaca-se o gênero Brycon, de grande interesse nos centros de 

Pisciculturas devido à qualidade da carne, ao hábito alimentar, ao rápido 

crescimento e ganho de peso. Com o objetivo de compreender o mecanismo 

de hibridação, foram analisados 10 exemplares de cada espécie parental 

B.amazonicus (Matrinxã) e B.hilarii (Piraputanga) e 10 exemplares da 

respectiva geração Filial. Através da técnica de coloração com Giemsa, 

observou-se um conjunto diplóide 2n = 50 cromossomos em todos os 

indivíduos analisados das espécies parentais e da geração Filial. No entanto, 

houve diferenciação na formação cariotípica dos parentais e da geração filial. O 

parental Matrinxã (B.amazonicus) e sua geração Filial apresentaram uma 

constituição cariotíca de seis cromossomos do tipo metacêntrico, nove 

cromossomos submetacêntrico e dez cromossomos subtelocêntrico, enquanto 



 
 

 
 

que o parental Piraputanga (B.hilarii) apresentou uma constituição cariotípica 

de dez pares de cromossomos do tipo metacêntrico, nove pares de 

cromossomos submetacêntrico e seis pares de cromossomos subtelocêntrico. 

A detecção das Regiões Organizadoras de Nucléolos obtida pela técnica de 

impregnação pelo nitrato de Prata (Ag-RONs) demonstrou marcações na 

região telomérica de um par de cromossomo subtelocêntricos em todos os 

indivíduos analisados, tanto para as espécies parentais como na geração Filial. 

A análise das regiões ricas em heterocromatina constitutiva, por meio da 

técnica de bandamento C demonstrou que B.amazonicus e a geração Filial 

apresentam 11 pares de cromossomos com regiões banda C positivas, 

enquanto que B.hilarii apresenta 10 pares cromossômicos com marcações 

positivas para a heterocromatina constitutiva. A utilização da coloração com 

DAPI (4’-6-diamidino-2-phenylindole) em todas as espécies parentais e sua 

respectiva geração Filial demonstrou as regiões cromossômicas ricas em A-T, 

possivelmente coincidentes com as regiões portadoras da heterocromatina 

constitutiva. A aplicação da técnica de hibridação in situ com sonda 

fluorescente (FISH) para o gene ribossômico 18S sinalizou nas espécies 

parentais e na geração Filial, regiões cromossômicas coincidentes com as 

regiões formadoras de nucléolos, dado também demonstrado pela utilização 

das técnicas de fluorocromos (CMA3), enquanto que a hibridação in situ com 

sonda fluorescente para o DNAr 5S demonstrou diferentes resultados para os 

indivíduos analisados. Diante dos dados apresentados nesse trabalho, pode-se 

concluir que a geração Filial apresentou diversas características semelhantes 

ao parental B.amazonicus e bem distintas quando comparado com o parental 



 
 

 
 

B.hilarii, sendo assim sugerido que a geração Filial é produto da ocorrência de 

ginogênese, uma forma de herança inteiramente materna. 

 

Palavras chave: Ginogênese; Hibridação interespecífica; Vigor híbrido. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

 
 

ABSTRACT 

Interspecific hybridization is considered by many authors as a method of 

breeding that is difficult to understand, since the mating products obtained from 

different species can cause many genetic products, such as gynogenetic and 

androgenetic haploid or diploid, diploid hybrid simple, triploid or even individuals 

tetraploids. The application of Interspecific hybridization is used in the 

management system in major fisheries that aims to produce animals that have 

better performance than the parental species (hybrid vigor), as increased 

growth rate, meat quality, disease resistance and ability to tolerate 

environmental changes besides the improvement of several other 

characteristics in order to produce more profitable fish farming. Out of 

approximately 40 fish species of commercial interest in Brazil, there is the 

genus Brycon, of great interest in the centers of fish farms due to meat quality, 

the feeding habits of the rapid growth and weight gain. Aiming to understand the 

mechanism of hybridization, we analyzed 10 specimens of each parental 

species B.amazonicus (Matrinxã) and B.hilarii (Piraputanga) and 10 of filial 

generation. By staining with Giemsa, all specimens analyzed have a number 

diploid with 2n = 50 chromosomes. However, there was karyotypic 

differentiation in the formation of parental and filial generation. The parental 

Matrinxã (B.amazonicus) and his generation branch had a karyotype 

constitution of six chromosomes of metacentric type, nine submetacentric 

chromosomes and ten subtelocêntric chromosomes, while the parental 

Piraputanga (B.hilarii) showed a karyotype constitution of ten pairs of 

chromosomes metacentric, nine pairs of chromosomes submetacentric and six 

subtelocentric chromosomes pairs. The detection of Nucleolar Organizer 



 
 

 
 

Regions (RONs) was obtained by the technique of impregnation by silver nitrate 

(Ag-NORs) that showed markings on the telomeric region of a subtelocentric 

chromosome pair for both parental species and in generating branch. The 

analysis of regions rich in heterochromatin constitutive, by C banding technique, 

demonstrated that the generation Filial and the parental species B.amazonicus 

have 11 pairs of chromosomes with C-band positive regions, whereas B.hilarii 

presents 10 chromosomes with markers positive for the heterochromatin 

constitutive. The use of staining with DAPI (4'-6-diamidino-2-phenylindole) in all 

the parental species and their respective generation branch showed the 

chromosomal regions rich in AT, possibly coinciding with the regions bearing 

the constitutive heterochromatin. The application of the fluorescent in situ 

hybridization (FISH) with a specific 18S ribosomal gene, indicated in the 

parental species and the generation Filial, chromosomal regions coincident with 

the nucleolar-forming regions, as also demonstrated by using the techniques of 

fluorochromes (CMA3), whereas in fluorescent in situ hybridization (FISH) with a 

specific 5S rDNA showed different results for the all individuals. Before the 

presented data here, we can conclude, that the generation branch had many 

characteristics equal to their parental B.amazonicus and distinct characteristics 

when compared with their parental B.hilarii, suggesting that generating branch 

is a product gynogenetic, a form of complete maternal inheritance. 

 

Keywords: Ginogênese; Interspecific hybridization; hybrid vigor. 
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1 INTRODUÇÃO GERAL 

 

1.1 Histórico da Aquicultura 

 

Ao longo da sua história, o homem tem utilizado mais intensivamente os 

rios do que qualquer outro tipo de sistemas naturais para sua subsistência 

(Arthington & Welcomme, 1995). Há registros históricos (documentos, 

manuscritos chineses e hieróglifos egípcios) que evidenciam um sistema de 

cultivo de organismos aquáticos que incluía, de forma simplificada, o 

armazenamento de exemplares imaturos de diversas espécies de peixes, 

macroalgas e outros organismos, seu desenvolvimento condicionado a um 

ambiente propício, que não demandava adição de muitos insumos ou recursos 

externos, e por fim seu consumo pelas populações, sendo uma importante 

fonte alimentar (C Oliveira, 2009). Sabe-se que o cultivo controlado ou semi-

controlado de diversos organismos pelo homem é uma atividade que teve início 

na China, há aproximadamente 4.000 anos, com o monocultivo de peixes, 

inicialmente com a carpa comum, Cyprinus carpio, e posteriormente com outras 

espécies de peixes, além das macroalgas, fazendo da China o berço da 

Aquicultura (Camargo & Pouey, 2005), ou seja, uma atividade que se refere ao 

cultivo de diversos organismos aquáticos, incluídos neste contexto plantas 

aquáticas, moluscos, crustáceos e peixes, sendo que a intervenção ou manejo 

do processo de criação é imprescindível para o aumento da produção todas as 

formas de cultivo de organismos aquáticos, sendo estes animais e vegetais (C 

Oliveira, 2009).  
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No início da década de 50, a produção aquícola (excluindo as plantas 

aquáticas) contava com menos de um milhão de toneladas por ano, quando em 

2008, passou para 52,5 milhões de toneladas, representando a partir de 1970, 

significativo crescimento médio anual de cerca de 8,0% (FAO, 2010).  

Atualmente, a China é o maior produtor aquícola mundial, produzindo 

47,5 toneladas (32,7 e 14,8 milhões de toneladas de aquicultura e pesca de 

captura, respectivamente), onde a produção global pesqueira foi de 90 milhões 

de toneladas, e é responsável por 62% da produção global em termos de 

quantidade de 51% em termos de valor (FAO, 2010).   

Devido ao fato de os peixes constituírem o principal grupo de organismos 

cultivados, totalizando cerca de 80% da produção mundial (Camargo & Pouey, 

2005), uma ramificação da Aquicultura foi criada para tratar exclusivamente de 

programas voltados para o cultivo e manejo destes, ou seja, a Piscicultura 

(produção e reprodução de peixes em ambiente controlado) (Avault, 1996; 

McLarney, 1984, Ceccarelli et al., 2000).  

 

1.2 A Piscicultura no Brasil 

 

No Brasil, a piscicultura como atividade, é recente quando comparada 

com a da China ou da Europa, pois as primeiras ações realizadas foram feitas 

por Maurício de Nassau, em 1637 com a construção de viveiros em áreas 

estuarinas situadas próximas a sua residência (Silva, 2005).   

No século XIX, uma das primeiras espécies não nativa introduzidas foi a 

espécie Cyprinus carpio, introduzida com o objetivo de sustentar os imigrantes 

alemães no estado de Santa Catarina (Silva, 2005). Posteriormente, em 1904, 
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o Estado de São Paulo iniciou a importação da mesma espécie dos EUA, com 

a finalidade de difundir a prática da piscicultura (Makinouchi, 1980; Nomura, 

1982; Stempniewski, 1997).  

Porém, o ápice da piscicultura no Brasil ocorreu com as publicações 

científicas do pesquisador brasileiro Rodolpho Von Ihering, o qual trabalhou 

com diversas espécies brasileiras tais como: Curimbatá (Prochilodus lineatus), 

Dourado (Salminus maxillosus espécie sinônimo de Salminus brasiliensis), 

Piracanjuba (Brycon lundii espécie sinônimo de Brycon orbignyanus), Mandi 

(Pimelodus maculatus) e outras, objetivando viabilizá-las para o 

desenvolvimento da piscicultura nacional (Godoy, 1964). Rodolpho Von Ihering 

foi também responsável pelos estudos com peixes na Região Nordeste 

brasileira, quando em 1933, no Departamento Nacional de Obras Contra a 

Seca (DNOCS) iniciou diversos projetos de desova induzida de espécies 

nativas do rio São Francisco. Ainda nessa época, as construções dos açudes 

tinham como objetivo a minimização dos efeitos da seca regional e a criação de 

peixes (Proença & Bittencourt, 1994).  

Rodolpho Von Ihering fez parte do primeiro grande centro de estudos, 

pioneiro no Brasil, denominado Estação Experimental de Biologia e Piscicultura 

de Pirassununga, que se dedicou em desenvolver pesquisas em cinco áreas: 

ambiente, pesca e biologia de peixes, dinâmica de populações e piscicultura. A 

partir de 1942, o povoamento de açudes do Brasil passou a não mais ser feito 

através de espécimes capturados dos rios e sim a partir de estações de 

pisciculturas para produção de alevinos (Gurgel, 1981).  

Somente em 1950, a Piscicultura com fins comerciais no Brasil foi 

introduzida, com a importação e produção de espécies exóticas tais como 
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tilápia, carpa e truta que começaram a ser cultivadas em tanques de pequenas 

propriedades (FAO, 2006). Nos anos subsequentes, expandiu-se a pesca 

esportiva em tanques, os “pesque e pague”, que em sua grande maioria 

localizavam-se nas periferias das grandes cidades que incentivaram a 

produção de alevinos e jovens espécimes que, posteriormente, eram 

transferidos aos tanques de produção. (Aguirre et al., 1989).  

De acordo com Welcomme (1988), devido às atividades de piscicultura, 

1.354 peixes exóticos, pertencentes a 237 espécies foram inseridas em 104 

países que além do impacto financeiro positivo para a prática da Piscicultura, 

causaram alguns impactos como degradação ambiental, predação, 

retardamento da evolução natural das espécies, degradação genética, 

introdução de doenças, além dos efeitos socioeconômicos. 

1.3 Introduções de espécies exóticas 
 

O ser humano introduz espécies há pelo menos 10.000 anos (Perry & 

Vanderklein, 1996), e, desde o início da expansão européia, as introduções 

deliberadas ou acidentais vêm aumentando em grande escala (Coblentz, 

1990). De acordo com a FAO (1997), as principais espécies introduzidas no 

Brasil, visadas principalmente para a piscicultura foram: Cyprinus carpio (carpa 

comum, em 1898); Micropterus salmoides (“black bass”, por volta de 1920); 

Tilapia rendalli (tilápia, em 1953); Oreochromis mossambicus (tilápia, no 

período 1960-1970); Ictalurus punctatus (bagre-de-canal, ou bagre-americano, 

em 1971); Oreochromis niloticus (tilápia, em 1972); Ctenopharyngodon idella 

(carpa-espelho, em1983); Hypophthalmichthys molitrix (carpa-prateada, em 

1983); Hypophthalmichthys nobilis (carpa-cabeçuda, em 1984); Clarias 
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gariepinus (bagre-africano, em 1986), as quais hoje, devido a ações antrópicas, 

habitam a maioria as bacias hidrográficas brasileiras e na maioria das vezes 

causam prejuízos, pois podem provocar ou ao menos contribuir para a extinção 

da flora e fauna nativa pela hibridação (mistura de conjuntos gênicos de 

espécies diferentes, cujo resultado final pode ser um indivíduo com 

características intermediárias) (Senhorini et al., 2009 apud Ashikaga et al., 

2010) e introgressão (fluxo gênico existente entre as espécies de populações 

hibridadas) (Allendorf et al., 2001).  

Estes processos podem ser mais notórios em se tratando de espécies 

raras quando em contato com outras mais abundantes (Rhymer & Simberloff, 

1996). É interessante notar, que o processo natural de hibridação não constitui 

uma ameaça na conservação de espécies, sendo ela parte de suas histórias 

evolutivas (Trigo, 2008), mas para isso, é preciso controle genético e biológico 

paras as espécies introduzidas e nativas.  

Dados descritos na literatura, como o FISHBASE (http://www.fishbase.org; 

Froese & Pauly, 2007), demonstram que atualmente existem 3.072 registros de 

introduções de peixes entre países, e destes, 2.904 são de espécies de água 

doce (Casal, 2006; Froese & Pauly, 2007; Vitule et al., 2009). Dentre os dados 

descritos das introduções de peixes em ecossistemas aquáticos continentais 

brasileiros, a piscicultura é a principal atividade responsável e dispersora (Orsi 

& Agostinho, 1999; Vitule et al., 2006 A,B; Agostinho et al., 2007; Vitule et al., 

2009). 
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1.3.1 Aspectos Gerais 
 

A crescente demanda pelo crescimento das pisciculturas a partir de 1950, 

uma vez que a atividade passou a ter fins comerciais e não mais de 

subsistência, houve diversas introduções de espécies não nativas nas bacias 

hidrográficas brasileiras e também mundiais. Esta ação antrópica, é 

considerada uma das grandes ameaças à biodiversidade do planeta (Vitousek, 

1997; Neville & Murphy, 2001) e um dos principais problemas para 

conservação de peixes de água doce (Cowx, 2002; Cambray, 2003; Collares-

Pereira & Cowx, 2004; Gherardi, 2007; Leprieur et al., 2008).  

De acordo com a European Inland Fisheries Advisory Comission (EIFAC), 

os termos: espécie introduzida, espécie exótica, espécie alienígena, espécie 

não nativa, espécie não indígena e espécie alóctone, possuem o mesmo 

significado biológico e correspondem em “toda e qualquer espécie transportada 

e solta pelo homem, fora de sua área de distribuição natural, intencional ou 

acidentalmente” (FAO, 2006).  

Dentro de um contesto biológico, mas principalmente financeiro, a partir 

dos anos 80, as abordagens genéticas passaram a contribuir de maneira 

efetiva nos programas de criação de peixes (Foresti, 2000; Hulata, 2001). Com 

o emprego de técnicas clássicas e modernas, passou a ser possível a 

manipulação cromossômica e a obtenção de linhagens que apresentem 

vantagens para a comercialização (Toledo-Filho et al., 1996; Porto-Foresti & 

Foresti, 2004). No entanto, o principal objetivo genético dos programas de 

manejo e monitoramento tem sido em última análise contribuir para a 

conservação do potencial biológico de populações selvagens de peixes, cujo 

habitat tenha sido alterado, e que corram, portanto, risco de redução ou até 
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mesmo extinção (Toledo-Filho et al., 1992). A perda da variabilidade genética 

dos estoques nas pisciculturas utilizados em programas de repovoamento, em 

razão do inadequado manejo genético, descrito por Frost et. al. (2006) como 

um problema que leva à endogamia, diminui a adaptabilidade e a sobrevivência 

das progênies que serão liberadas (Povh, 2007). 

1.3.2 Sob o ponto de vista genético 
 

De acordo com Povh et al. (2008), em geral, as análises genéticas de 

estoques de pisciculturas representam informações de grande importância para 

conseguir ganhos expressivos na produção e na conservação de peixes. 

Segundo Toledo-Filho et al. (1992, 1994, 1996), a genética aplicada à 

piscicultura abrange as quatro principais áreas que estão intimamente 

interligadas: manipulação, manejo, monitoramento e conservação genética. 

Sabe-se que o principal foco do melhoramento genético aplicado a 

aquicultura é voltado para o aumento na taxa de crescimento dos peixes em 

curto espaço de tempo (Kang et al., 2002), sabendo-se que o principal 

benefício do melhoramento genético para taxa de crescimento é a redução dos 

custos fixos e custos de produção, devido ao menor requerimento para a 

manutenção. No entanto, este melhoramento genético deve ser dirigido, pois, 

com base em uma grande variabilidade genética inicial pode-se assegurar a 

existência de variabilidade suficiente para se alcançar as melhorias desejadas 

para sucessivas gerações (Resende, 2008).  

Atualmente, a maioria das linhagens de peixes geneticamente 

melhoradas que alcançam a indústria da aquicultura foram desenvolvidas 
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através de métodos tradicionais de manipulação genética, que incluem 

seleção, hibridação e endogamia (Hulata, 2001). 

No entanto, por falta de tecnologias, muitos produtores têm optado pela 

hibridação de espécies, tentando ganhos maiores, sem estudo prévio e 

consequentemente os ganhos aparentes não se mostram permanentes, pois 

há necessidade constante de efetuar essas hibridações para a preservação da 

qualidade genética, além das possíveis ameaças ambientais desconhecidas, 

na medida em que muitos desses híbridos e suas proles vêm se mostrando 

férteis e, ao escaparem para a natureza, podem provocar acidentes genéticos 

incalculáveis (Resende, 2008). 

Entre as metodologias clássicas de cruzamento, a hibridização 

interespecífica constitui um dos métodos mais utilizados nas pisciculturas 

mundiais e brasileiras, cujos resultados, no entanto, são de interpretação difícil 

e detalhada (Toledo-Filho et al., 1994).  

1.3.3 Hibridação interespecífica 
 

Os estudos de hibridação em peixes iniciaram-se ao final do século 

dezenove e tiveram notoriedade a partir de 1919 (Chevassus, 1983), quando o 

pesquisador Hubbs, evidenciou que o cruzamento entre espécies de peixes de 

água doce era muito mais frequente (Hubbs, 1955) quando o mesmo evento 

era comparado com outros grupos de vertebrados. Concomitantemente, o uso 

de programas de hibridação em piscicultura tem sido utilizado em inúmeras 

espécies de peixes a fim de produzir animais estéreis e que possuam melhor 

desempenho que as espécies parentais (vigor híbrido), como o aumento da 

taxa de crescimento, melhor qualidade da carne, resistência a doenças e 
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capacidade de tolerar variações ambientais, além do aperfeiçoamento de 

diversas outras características a fim produzir peixes mais proveitosos para o 

cultivo (Bartley et al., 2001). 

No Brasil, que abriga a biota mais diversa entre os 17 países 

megadiversos do planeta (Torres et al., 2004), que possui a fauna de peixes de 

água doce mais rica do mundo, com cerca de 2.587 espécies, ou seja, 22% 

das espécies de peixes de água doce existindo ainda muitas desconhecidas 

(Buckup & Menezes, 2003; Buckup et al., 2007), abrangendo o contexto social 

de que o crescimento populacional e a demanda mundial por proteína animal 

favorecem a piscicultura como atividade agropecuária promissora (Rodrigues et 

al., 2009) o uso da metodologia de hibridação artificial em peixes teve início há 

aproximadamente 35 anos envolvendo tilápias, no Departamento de Obras 

Contra a Seca (DNOCS) (Toledo-filho et al., 1998). Utilizando a mesma 

tecnologia, em 1985 o Centro de Pesquisa e Gestão de Recursos Pesqueiros 

Continentais (CEPTA - Pirassununga, SP) produziu o “Tambacu”, híbrido 

interespecífico entre fêmea de Tambaqui (Colossoma macropomum) e macho 

de Pacu (Piaractus mesopotamicus) (Bernardino et al.,1986). A partir de então, 

houve um crescente interesse pela aplicação desta metodologia e atualmente 

diversas espécies têm sido utilizadas com sucesso em programas com este 

objetivo, envolvendo “peixes redondos” como o pacu, tambaqui e pirapitinga, 

espécies do gênero Leporinus como o piauçu e a piapara, e grandes bagres 

siluriformes como o pintado, cachara, jandiá e pirarara (Godinho, 2007; Porto-

Foresti et al., 2008). Portanto, torna-se necessário que programas efetivos de 

caracterização e monitoramento desses animais sejam postos em prática para 
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uma avaliação correta do uso desses indivíduos em projetos de piscicultura, 

evitando riscos para o meio ambiente.  

O fenômeno da hibridação é definido como uma fusão de dois patrimônios 

genéticos diferentes, cujos produtos podem apresentar caracteres taxonômicos 

intermediários (Mayr, 1963). Ainda, segundo Bartley et al. (2001), a hibridação 

também pode ser conceituada como o cruzamento de grupos ou indivíduos 

geneticamente diferenciados, e pode envolver tanto cruzamentos entre 

linhagens dentro de uma mesma espécie quanto entre indivíduos de espécies 

diferentes. 

Para muitos pesquisadores, o processo de hibridação natural é um 

fenômeno que tem um importante papel para a evolução dos organismos, pois 

este processo pode produzir genótipos que estabelecem novas linhagens 

evolutivas (Arnold & Hodges, 1995). Verifica-se que entre os peixes, a 

hibridação é um fenômeno bastante comum (Schwartz, 1981; Bartley et al., 

2001; Scribner et al., 2001; Allendorf et al., 2001), quando comparado aos 

diversos grupos de vertebrados (Campton, 1987; Allendorf & Waples, 1996). 

No entanto, de acordo com Mayr (1963), a hibridação natural bem sucedida é 

um fenômeno raro. Isto ocorre pela própria condição ecofisiológica do grupo, 

que apresenta características peculiares como a fertilização externa, 

mecanismos de isolamento, competição por territórios de desova, abundância 

de espécies e sobrevivência em ambientes limitados (Hubbs, 1955; Campton, 

1987). Entretanto, a hibridação natural é considerada um fenômeno com um 

importante papel para a evolução dos organismos, por possibilitar o surgimento 

de novos genótipos que poderiam estabelecer linhagens evolutivas, ou seja, a 

especiação (Arnold & Hodges, 1995). 
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Sabe-se que a maioria das hibridações em peixes no ambientes natural 

ocorre em águas continentais, onde a frequência de hibridação e especiação é 

notavelmente maior que em espécies de águas marinhas, a qual é considerada 

um evento muito mais raro (Hubbs, 1995). Além do mais, metade da ocorrência 

de eventos de hibridação em peixes tem sido atribuída à intervenção humana, 

como observado por Scribner et al. (2001), com as atividades de aquicultura 

sendo o principal fator, seguidas de introduções de espécies fora do seu local 

de origem e alterações ou perda de habitats. Sabe-se que de 163 eventos de 

hibridação verificados em espécies de peixes, 81 envolviam direta ou 

indiretamente influência humana, como a degradação do ambiente natural, o 

desenvolvimento da hibridação artificial em programas de aquicultura e a 

introdução de espécies não nativas no ambiente natural. Entre estas 

atividades, a aquicultura foi o fator que prevaleceu, correspondendo a 39% das 

causas de eventos de hibridação (Scribner et al., 2001). Considerando-se as 

inúmeras possibilidades de cruzamentos interespecíficos entre espécies de 

peixes neotropicais, a Tabela 1 descrita por Porto-Foresti et al. (2008), 

apresenta uma relação de cruzamentos já realizados ou possíveis de serem 

realizados, com indicação dos produtos híbridos. 

Chevassus (1983), em trabalhos com indivíduos de populações naturais 

ou resultantes de cruzamentos artificiais entre espécies distintas de peixes, 

determinou que resultados genéticos diferentes de uma hibridação podem 

ocorrer, de acordo com a natureza e a ploidia das linhagens parentais. Esta 

problemática, posteriormente rediscutida por Toledo-Filho et al. (1994), propõe 

que o projeto de hibridação que utilizar como parentais fêmeas (FF) e machos 

(MM) diploides simples poderá produzir oito diferentes tipos genéticos, 
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identificados como ginogenéticos haploides (F) e diploides (FF), 

androgenéticos haploides (M) e diploides (MM), híbridos diploides simples 

(FM), triploides, que podem apresentar dois complementos cromossômicos do 

parental fêmea e um do macho (FFM), ou dois complementos do macho e um 

da fêmea (MMF) e tetraploides (FFMM).  

 

Tabela 1. Relação de espécies de peixes e cruzamentos com possibilidade de aparecimento 
de híbridos, identificados pela natureza das linhagens parentais (Porto-Foresti et al., 2008). 
 

GERAÇÕES PARENTAIS PRODUTO 
HÍBRIDOS Parental Feminino Parental Masculino 

Tambaqui 
Colossoma macropomum 

Pacu 
Piaractus mesopotamicus 

“Tambacu” 

Pacu 
Piaractus mesopotamicus 

Tambaqui 
Colossoma macropomum 

“Paqui” 

Tambaqui 
Colossoma macropomum 

Pirapitinga 
Piaractus brachypomus 

“Tambatinga” 

Pirapitinga 
Piaractus brachypomus 

Tambaqui 
Colossoma macropomum 

“Pirabaqui” 

Pacu 
Piaractus mesopotamicus 

Pirapitinga 
Piaractus brachypomus 

“Patinga” 

Pirapitinga 
Piaractus brachypomus 

Pacu 
Piaractus mesopotamicus 

“Pirapicu” 

Piauçu 
Leporinus macrocephalus 

Piapara 
Leporinus elongatus 

“Piaupara” 

Piapara 
Leporinus elongatus 

Piauçu 
Leporinus macrocefalus 

“Piapapi” 

Pintado 
Pseudoplatystoma corruscans 

Cachara 
Pseudoplatystoma fasciatum 

“Pintaca” 

Cachara 
Pseudoplatystoma fasciatum 

Pintado 
Pseudoplatystoma corruscans 

“Cachapin” 

Pintado 
Pseudoplatystoma corruscans 

Jurupoca 
Hemiosorubim platyrhynchos 

“Pintajuru” 

Pintado 
Pseudoplatystoma corruscans 

Pirarara 
Phractocephalus hemioliopterus 

“Pintapira” 

Cachara 
Pseudoplatystoma fasciatum 

Pirarara 
Phractocephalus hemioliopterus 

“Cachapira” 

Carpa capim 
Ctenopharyngodon idella 

Carpa cabeça-grande 
Aristichthy nobolis 

“Híbrido” 

Carpa capim 
Ctenopharyngodon idella 

Carpa comum 
Cyprinus carpio 

“Híbrido” 

Carpa prateada 
Hypophthalmichthys molitrix 

Carpa cabeça-grande 
Aristichthy nobolis 

“Híbrido” 

Carpa cabeça-grande 
Aristichthy nobolis 

Carpa prateada 
Hypophthalmichthys molitrix 

“Híbrido” 

Tilápia do Nilo 
Oreochromis niloticus 

Tilápia de Zanzibar 
Oreochromis hornorum 

“Híbrido” 
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1.3.4 Ginogênese 
 

A ginogênese ou herança materna completa “é o processo de trazer à 

existência um ser somente a partir da fêmea” (Purdon, 1993), ou seja, uma 

forma de herança inteiramente maternal que consiste na estimulação do 

desenvolvimento de um ovo por um espermatozóide geneticamente inativado 

(na maioria das vezes) e posterior diploidização pela retenção do 2º. 

corpúsculo polar, ou pelo bloqueio da primeira clivagem (Arai, 2001). Esse 

processo tem duas grandes aplicações potenciais em piscicultura: a primeira é 

no controle da proporção sexual pela produção de linhagens monosexo 

fêmeas, e a segunda é a rápida produção de linhagens altamente 

consanguíneas (Pinto Cesar et al., 2005). 

Nos casos em que as fêmeas são homogaméticas na determinação 

sexual, como a truta arco-íris (Thorgaard, 1977), a ginogênese pode ser usada 

para a produção de populações monossexuadas femininas. Entretanto, os 

indivíduos ginogenéticos, por serem de herança exclusivamente materna, 

apresentam maior consanguinidade (Thorgaard, 1986). Além disso, a produção 

de ginogenéticos em escala comercial é ainda impraticável, devido à alta 

mortalidade resultante do tratamento (Tabata, 2008). 

1.3.5 Usos de metodologias na identificação de híbridos interespecíficos 
 

A caracterização e a identificação genética de estoques que sofreram 

manipulação genética é um procedimento bastante recomendável para as 

estações de piscicultura que utilizam essas técnicas para o melhoramento 

animal. O monitoramento genético de produtos resultantes de processos de 
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hibridação interespecífica consiste no uso de metodologias que possibilitem 

encontrar características diagnósticas que identifiquem, de maneira clara e 

acessível, parentais e híbridos (Toledo-Filho et al., 1994). 

Para a identificação dos produtos híbridos, existem diversas 

metodologias propostas na literatura que podem ser aplicadas na busca de 

informações diagnósticas (Porto-Foresti et al., 2008; Porto-Foresti et al., 2010). 

Algumas dessas técnicas, muitas vezes são de difícil execução e custo 

elevado. Porém a grande maioria das metodologias envolve análises 

morfogenéticas; análises de marcadores citogenéticos, realizadas através de 

estudos de cariótipos e da aplicação de vários tipos de bandeamentos 

cromossômicos; uso de marcadores genético-bioquímicos, obtidos pela 

eletroforese de alozimas e isozimas; métodos genético-moleculares, com a 

análise de regiões específicas do DNA nuclear e mitocondrial (Toledo-Filho et 

al., 1994). 

Avanços recentes em biotecnologia têm expandido o número de técnicas 

genéticas disponíveis para estudos que envolvam a hibridação, possibilitando 

uma identificação confiável de espécies parentais e linhagens híbridas 

produzidas em cativeiro e, em alguns casos, servindo como evidência da 

ocorrência de hibridação e introgressão genética em ambientes naturais (Padhi 

& Mandal, 1997; Ward, 2000; Scribner et al., 2001; Young et al., 2001; 

Hashimoto et al., 2009c).  
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1.3.6 Análises citogenéticas 
 

Os métodos citogenéticos, além de serem considerados de baixo custo, 

constituem uma maneira bastante precisa de se verificar tanto os níveis de 

ploidia como a procedência dos complementos cromossômicos dos parentais 

nos produtos resultantes de hibridação interespecífica em peixes (Toledo-Filho 

et al., 1994). 

Alguns casos descrevem apenas as diferenças cariotípicas entre o 

híbrido e seus parentais, devido à diferença na fórmula cariotípica e/ou número 

fundamental, como demonstrado no caso do híbrido Tilápia Vermelha 

(Oreochromis niloticus X Oreochromis mossambicus) (Manosroi et al., 2003). 

Nos casos em que híbridos e parentais apresentam um número diploide 

igual e um cariótipo similar em número e morfologia, torna-se necessário o 

emprego de técnicas de colorações diferenciadas e bandeamentos 

cromossômicos, como bandas-C, NOR (Regiões Organizadoras de Nucléolos) 

e Hibridação in situ utilizando sondas cromossômicas específicas, na tentativa 

de encontrar um marcador que os diferencie (Porto-Foresti et al., 2008; Porto-

Foresti et al., 2010). Tais recursos metodológicos permitiram a identificação 

dos parentais e dos híbridos obtidos dos cruzamentos entre pacu (Piaractus 

mesopotamicus) e tambaqui (Colossoma macropomum) (Almeida-Toledo et al., 

1987) e também na perfeita identificação dos parentais das espécies Leporinus 

elongatus e Leporinus macrocephalus e do híbrido “piaupara” obtido desses 

cruzamentos interespecíficos (Porto-Foresti et al., 2008). 

Espécies de carpas Aristichthys nobilis e Hypophthalmichthys molitrix e 

seus híbridos interespecíficos apresentaram 2n=48 cromossomos, sendo 

indistinguíveis através da coloração com Giemsa. Porém, marcações de banda 
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C possibilitaram a diferenciação entre os híbridos e parentais (Almeida-Toledo 

et al., 1995). Já os híbridos entre Pleuronectes ferrugineus e P. americanus 

foram identificados através da identificação de regiões satélites em seus 

cromossomos (regiões correspondentes às NORs), onde somente P. 

americanus possuía um par de acrocêntricos marcados e apenas um 

cromossomo foi identificado nos híbridos (Park et al., 2003). 

Entretanto, em alguns casos, as análises citogenéticas não possibilitam 

a obtenção de marcadores cromossômicos que diferenciem híbridos 

interespecíficos das espécies parentais, como verificado por Brinn et al. (2004), 

o qual não conseguiu diferenciar duas espécies do gênero Cichla e seus 

híbridos F1, pois apresentaram o mesmo número diploide e morfologia 

cromossômica similar.  

Portanto, o emprego de técnicas citogenéticas é uma etapa importante a 

ser realizada no estudo de híbridos de peixes, a fim de obter um conhecimento 

inicial sobre os cromossomos destes animais e na busca de marcadores que os 

identifiquem. 

1.4 Características da família Characidae e da subfamília Bryconinae 
 

A família Characidae compreende 55% dos peixes de água doce (Fink & 

Fink, 1981), em torno de 1.200 espécies (Reis et al., 2003) e é considerada a 

quarta mais diversa família de peixes (Eschmeyer & Fricke, 2009), 

compreendendo 12 subfamílias, 167 gêneros. Está inserida dentro da ordem 

dos Characiformes, a qual possui pelo menos 1800 espécies (Reis et al., 2003) 

e é composta por 18 famílias (Reis et al., 2003; Buckup, 1998). Esta família é 

uma das maiores e mais complexas dentre as famílias da ordem 



________________________________________________________Introdução 
 
 

18 
 

Characiformes, contendo 65% das espécies válidas e aproximadamente 21% 

das espécies de peixes descritas da ictiofauna neotropical (Reis et al., 2003). 

As espécies pertencentes à familia Characidae podem ser diferenciadas 

dos demais grupos de peixes de água doce neotropicais por possuírem o corpo 

coberto com escamas (exceto Gymnogharacínus spp.), nadadeiras pélvicas em 

posição ventral no corpo geralmente situadas bem atrás da inserção das 

nadadeiras peitorais (Britski et al., 1999; Reis et al., 2003). 

Em razão de sua grande capacidade adaptativa, grande variedade de 

espécies com hábitos distintos, esta família é considerada um grupo polifilético 

(Nelson, 2006), pois aproximadamente 85% dos gêneros de Characidae são 

incertae sedis (Reis et al., 2003), pois destes, 64% são taxonomicamente 

pouco conhecidos e, possivelmente, pertencem a gêneros que além de muitos 

especiosos não possuem indícios de serem monofiléticos, tais como 

Hyphessobrycon (97 espécies), Astyanax (86 espécies), Moenkhausia (58 

espécies), Bryconamericus (51 espécies), Hemigrammus (51 espécies) (Lima 

et al., 2003). 

De acordo com Reis et al. (2003), espécies pertencentes a essa família 

ocorrem em praticamente todos os ambientes de água doce, distribuindo-se 

nos continentes americano (desde a fronteira México - Estados Unidos até o 

sul da Argentina) e africano (Lucena, 1993; Mirande, 2010) e são conhecidos 

vulgarmente como lambaris, dourados, pacus, matrinxãs, peixes-cachorro, 

entre muitos outros. Possuem hábitos alimentares muito diversificados 

(herbívoros, onívoros, carnívoros) e exploram uma grande variedade de 

habitats. Os peixes desse grupo são coletados com relativa facilidade na 
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maioria dos cursos de água, tanto pela abundância de espécies como pelo 

grande número de espécimes encontrados (Britski, 1972). 

A sub-família Bryconinae, destaca-se como um grupo de ampla 

distribuição geográfica, da América do Sul a América Central (Britski et al., 

1988; Lima, 2003), sendo composta por 43 espécies (Mariguela et al., 2010), a 

qual compreende três gêneros, Brycon (Müller & Troschel, 1844), Chilobrycon 

(Gery, deRhan, 1981) e Henochilus (Garman, 1980), as quais são 

representadas apenas por uma espécie (Lima et al., 2003). 

Algumas espécies de Bryconinae possuem grande interesse e valor 

econômico, uma vez que apresentam crescimento rápido, baixa taxa de 

mortalidade, bom desempenho reprodutivo e uma melhor resistência a doenças 

(Baras et al., 2000; Moreira et al., 2001; Silva et al., 2002).  

Embora as espécies representantes desta subfamília tenham grande 

importânica econômica, os estudos a respeito dos aspectos genéticos e 

biológicos são escassos (Mariguela et al., 2010).  

1.5 Características do gênero Brycon 
 

O gênero Brycon, pertencente a subfamília Bryconinae, é considerado 

um importante grupo de peixes pertencentes a Região Neotropical (Antunes et 

al., 2010), e compreende 41 espécies das quais apenas 9 possuem descrição 

cromossômica, representando 25% das espécies (Mariguela et al., 2010).  

De acordo com Mendonça & Melo (1994) e Sanches et al. (2007), as 

espécies do gênero Brycon vêm despertando o interesse das instituições de 

pesquisa nos últimos anos, sendo de extrema importância para a pesca 

extrativista, devido à excelente qualidade da carne, ao hábito alimentar onívoro, 
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o rápido crescimento e ganho de peso. Essas características constituem ótimos 

indicadores para a seleção desses peixes como alternativa para o 

desenvolvimento da piscicultura.  

O gênero está distribuído da América Central à América do Sul (Antunes 

et al., 2010), ou seja, do México à bacia do rio Prata (Lima & Castro, 2000; 

Filho et al., 2006). Distribuem-se pelas principais bacias hidrográficas 

brasileiras tais como Amazônica, Paraná, Paraguai e Araguaia-Tocantins 

(Antunes et al., 2010), sendo que na bacia Amazônica ocorre Brycon 

amazonicus, nas bacias do Paraná e Uruguai o Brycon orbignyanus, no río São 

Francisco o Brycon lundii, na bacia do rio Paraguai o Brycon hilarii e na bacia 

do Rio Paraíba do Sul o Brycon insignis, sendo considerado portanto, um 

endemismo para cada região Brasileira (Filho et al., 2006; Antunes et al., 

2010).  

As espécies pertencentes ao gênero Brycon habitam aguas claras, ricas 

em oxigênio, alimentam-se principalmente de frutas, sementes e insetos 

(Sabino & Sazima, 1999; Lima & Castro, 2000). Ainda, algumas de suas 

espécies, normalmente as de porte maior, passam por grandes períodos 

migratórios nos períodos de cheias dos rios a fim de reproduzir-se (Howes, 

1982; Lima, 2003). 

1.5.1 Caracterização das espécies parentais 
 

Dentre os diversos peixes nativos brasileiro que, despertam o interesse 

dos piscicultores devidos às suas características de crescimento rápido, boa 

conversão alimentar, facilidade de reprodução induzida e até por 
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características apropriadas a pesca esportiva (Tavares-Dias et al., 1999) 

destacam-se as espécies do gênero Brycon.  

Dentre elas, o matrinxã, Brycon amazonicus (Spix & Agassiz, 1829), é 

uma espécies nativa das bacias Amazônica e Tocantins-Araguaia (Howes, 

1982) e é reconhecida pelo seu grande potencial para a aquicultura por 

apresentar alta taxa de crescimento, ótimo desempenho em cativeiro e alta 

qualidade e sabor de sua carne (Rocha et al., 1982; Zaniboni Filho et al., 2006). 

Estudos demonstram que o matrinxã é bem tolerante a procedimentos de 

captura e ao adensamento sem mostrar sinais de estresse (Rocha et al., 2004; 

Brandão et al., 2005). Além disso as suas características reofílicas, a 

capacidade de nadar longas distâncias a fim de se reproduzir e o formato 

hidrodinâmico de seu corpo permitem boas respostas a testes de crescimento 

tanto no campo, quanto no laboratório sob condições de exercício moderado 

(Arbeláez-Rojas et al., 2007; Hackbarth & Moraes, 2006). 

Esta espécie é encontrada na maior parte da Amazônia Central (Santos 

et al., 2006; Lima 2003), sendo também chamada de “Jatuarana” na bacia do 

rio Madeira (Goulding 1979, 1980). Tem distribuição ao longo do rio Solimões-

Amazonas e tributários, na bacia do rio Orinoco e no rio Essequibo na 

Venezuela (Lima, 2003).  

Outra espécie pertencente ao gênero Brycon que desperta o interesse 

na piscicultura é a Piraputanga, Brycon hilarii (Valenciennes, 1850). É originária 

da bacia do Prata e encontrada no médio Paraná e por toda a Bacia do rio 

Paraguai (Sanches et al., 2007). Essa espécie apresenta um amplo espectro 

alimentar, incluindo organismos animais e vegetais, tanto aquáticos como 

terrestres (Zuntini, 2004). Em sua fase juvenil, alimenta-se principalmente de 
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insetos e peixes enquanto que na fase adulta, predominantemente de 

alimentos de origem vegetal. É considerado a principal atração ecoturística das 

àguas da região de Bonito, MS (Sabino & Andrade, 2003). É reconhecida por 

seu hábito migratório e pela qualidade de sua carne (Filho et al., 2006; 

Sanches et al, 2007; Antunes et al., 2010).  

1.5.2 Características citogenéticas das espécies parentais 
 

Todas as espécies de Bryconinae analisadas apresentam um 

complemento cariotípico formado por 50 cromossomos (Margarido et al., 1996, 

1999; Wasko et al., 2000; Parada et al., 2003; López et al., 2008; Mariguela et 

al., 2010), indicando que esta subfamília é caracterizada por uma grande 

estabilidade cariotípica em nível numérico. 

No entanto, ainda é considerado raros os estudos citogenéticos 

aplicados no gênero Brycon. Em uma investigação feita por Mariguela et al., 

(2010), existem apenas nove espécies de Brycon investigadas, o que 

corresponde a pouco mais de 20% das espécies do gênero. Dentro desse 

mesmo levantamento e de acordo com Daniel-Silva, (2001) todas as espécies 

de Brycon até hoje estudadas, apresentam um número fundamental alto, com 

valores de 94 a 100, sendo que B. amazonicus e B. hilarii mostraram grande 

variação em suas fórmulas cariotípicas o que pode caracterizar rearranjos 

cromossômicos das diversas populações (Parada et al., 2003; Mariguela et al., 

2010). 

Um característica citogenética predominante para as espécies do gênero 

de Brycon é a presença do primeiro par de cromossômicos, maior que os 

demais sendo este metacêntrico, podendo ser utilizada como marcador 
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cromossômico para a família Bryconinae (Parada et al., 2003; López et al., 

2008; Mariguela et al., 2010). Outra característica predominante para o gênero 

é o padrão da heterocromática constitutiva, onde seu primeiro par de 

cromossomos metacêntricos possuem marcações pericentroméricas em ambos 

os braços cromossômicos (Mariguela et al., 2010; Margarido et al., 1999). No 

entanto, no restante do cromplemento padrão, há grandes divergências entre a 

distribuição de heterocromatina constitutiva, o que pode representar uma 

importante ferramenta na caracterização e diferenciação das espécies, 

constituindo assim, em um importante marcador citogenético para o gênero 

Brycon (Wasko, 2000; Margarido et al., 1996). 

A utilização em conjunto das técnicas de coloração com nitrato de Prata, 

fluorocromo CMA3 e a técnica de FISH com sonda de DNAr 18S tem mostrado 

marcações correspondentes na maioria das espécies do gênero (Wasko et al., 

2001). No entanto, nos recentes estudos realizados por Mariguela et al. (2010), 

foi comprovado haver marcações adicionais de dois outros pares 

cromossômicos para o gene 18S, dados esses diferentes com os apresentados 

até então na literatura por outros autores. 

Dados citogenéticos referentes ao gene ribossômico 5S ainda são 

escassos em Bryconinae, mas parecem demonstrar o predomínio de apenas 

um par cromossômico portador destes sítios ribossomais (Wasko et al., 2001; 

Mariguela et al., 2010). 

Até o presente momento, não há histórico de estudos envolvendo 

resultados de hibradação entre B. amazonicus e B. hilarii, fato que torna este 

trabalho em um importante instrumento de avaliação da viabilidade da 

produção do híbrido das espécies envolvidas. 
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1.6 Objetivos  
 

Considerando que os estudos genéticos em híbridos interespecíficos de 

peixes ainda são escassos e, em sua maioria, não estão relacionados a 

projetos de cultivo, o presente projeto tem como objetivos principais:  

 

1) Identificar geneticamente, utilizando marcadores citogenéticos, espécies e 

estoques de peixes de interesse comercial que representam as linhagens 

parentais das espécies matrinxã (Brycon amazonicus), piraputanga (Brycon 

hilarii) e o produto da hibridação de ambas as espécies. 

 

2) Estabelecer marcadores genéticos para possíveis diagnósticos que 

permitam a identificação precisa de indivíduos e populações parentais, bem 

como das linhagens híbridas e que sejam adequados para o emprego prático 

no manejo da hibridação em pisciculturas brasileiras;  

 

3) Promover a ordenação de dados biológicos de espécies e de linhagens 

híbridas que representem informações importantes para a piscicultura, com 

relação à dinâmica do processo de hibridação, tanto para fins comerciais como 

para fins de pesquisa básica. 

 



 

 
 

 

 
 
 
 

MMateriais & 
MMétodos  
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2 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

2.1 Materiais 

 

Tendo em vista o interesse de identificar geneticamente as espécies 

parentais matrinxã (Brycon amazonicus), piraputanga (Brycon hilarii) e o 

produto da hibridação entre ambas (Figura 1), foram coletados exemplares 

destas espécies dos estoques mantidos no Centro Nacional de Pesquisa e 

Conservação de Peixes Continentais do Instituto Chico Mendes da 

Conservação de Biodiversidade (CEPTA/ICMBio, Pirassununga, SP), que 

também é o local onde (indivíduos resultantes deste cruzamento foram 

produzidos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a b 

c 

Figura 1 - Exemplar de matrinxã (Brycon amazonicus) (a), piraputanga (Brycon hilarii) (b) e do 
produto da hibridação (c). 
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O CEPTA/ICMBio (Figura 2), foi criado em 1979 com o objetivo de 

"contribuir para o uso sustentável dos recursos ícticos tropicais, através da 

geração, adaptação e difusão de conhecimentos científicos, tecnológicos e 

ambientais em benefício da sociedade". Assim, o CEPTA/ICMBio realiza 

pesquisas sobre a biodiversidade dos recursos íctios de águas continentais, 

que envolvem recursos genéticos; uso sustentável dos recursos pesqueiros 

(pesca e aquicultura); melhoria da qualidade ambiental; capacitação de 

recursos humanos e educação ambiental. O Centro tem como objetivo o 

estabelecimento de parcerias com instituições nacionais e internacionais, 

universidades, organizações não governamentais e com a iniciativa privada, 

buscando sempre a consecução de suas competências. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2 – Centro Nacional de Pesquisa de Peixes Tropicais/Instituto Chico 
Mendes de Conservação da Biodiversidade (CEPTA/ICMBio), Pirassununga. SP. 
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Em uma etapa de coleta, a partir de cruzamentos interespecíficos 

artificiais realizados, deu-se início ao estudo do processo de hibridação entre 

as espécies parentais matrinxã (Brycon amazonicus) e piraputanga (Brycon 

hilarii), originando os híbridos interespecíficos “matritanga” (fêmea de Brycon 

amazonicus e macho de Brycon hilarii) (Figura 1 e Esquema 1).  

Foram analisados citogeneticamente 30 indivíduos (10 exemplares de 

Brycon amazonicus, 10 Brycon hilarii, 10 indivíduos produtos da hibridação. 

Não foi possível analisar geneticamente o híbrido interespecífico “Pirapuxã”, 

pois não foi possível realizar os cruzamentos envolvendo as espécies 

parentais.  

 
 

Fêmea Matrinxã 

Brycon amazonicus 

 

X 

 

Macho Piraputanga 

Brycon hilarii 

   

 
“M a t r i t a n g a” 

 
Esquema 1 - Esquema dos cruzamentos envolvendo as espécies parentais originando 

seus respectivos produtos da hibridação. 
 

Além dos animais estudados citogeneticamente, também foram 

coletadas amostras de material biológico (sangue ou nadadeira) e preservados 

em etanol 95% formando um banco de tecidos para as futuras análises 

moleculares.  

Por fim, os animais utilizados nos estudos genéticos foram fixados em 

formol 10%, conservados em etanol 70%, identificados e depositados na 

coleção de peixes do Laboratório de Genética de Peixes da UNESP, Campus 

de Bauru, SP. 
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2.2. Métodos  

 

Nas análises citogenéticas das amostras foram utilizados os métodos de 

estimulação de mitoses (Lozano et al., 1988; Oliveira et al., 1988), preparações 

diretas de células renais in vivo (Foresti et al., 1981), coloração das regiões 

organizadoras de nucléolo (NOR) com nitrato de Prata (Howell & Black, 1980), 

caracterização dos padrões de heterocromatina constitutiva (Sumner, 1972), 

detecção de regiões cromossômicas ricas em pares de bases GC com a 

técnica que emprega o corante Cromomicina A3 (CMA3) (Schweizer, 1976) e 

hibridação in situ fluorescente (FISH) (Porto-Foresti et al., 2002), com sondas 

de DNA ribossômico (DNAr) 18S e 5S. Para montagem dos cariótipos, utilizou-

se a técnica descrita por Levan et al. (1964) e Porto Foresti et al. (2008).  

 

2.2.1 Estimulação de mitoses  

 
Para obtenção de maior número de mitoses nas preparações 

cromossômicas foi utilizada a técnica de estimulação de divisão celular por 

injeção de solução de fermento biológico nos exemplares, descrita inicialmente 

por Cole & Leavens (1971) para anfíbios e répteis, utilizada por Lee & Elder 

(1980) para pequenos mamíferos e por Lozano et al. (1988) e Oliveira et al. 

(1988) para peixes. O procedimento utilizado consiste em:  

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

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

2 incubar a solução em uma estufa (37°C) por cerca de 30 min.;  
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3 injetar a solução na região dorso-lateral do peixe, na proporção de 1 ml por 

100 g de peso do animal. A injeção da quantidade total é realizada em duas 

doses, dividida e aplicada no período de 48 h;  

4 manter o animal em aquário bem aerado.  

 

2.2.2 Obtenção de cromossomos mitóticos de peixes (técnica in vivo)  

 

A técnica utilizada para obtenção de cromossomos metafásicos de 

peixes in vivo foi a descrita por Foresti et al. (1981) e utilizada com algumas 

adaptações. O procedimento consiste em: 

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

proporção de aproximadamente 0,5 ml / 100 g de peso do animal;  

2 deixar o peixe em aquário bem aerado, por um período de 50 min.;  

3 sacrificar o animal, retirando a parte anterior do rim. Transferir o material para 

uma pequena cuba de vidro, contendo 7 ml de uma solução hipotônica de KCL 

(0,075M);  

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

esse processo com o auxílio de 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 6 ml de fixador e novamente agitar a mistura; levar à 

centrífuga (900 ± 100 rpm) por 10 min.;  

8 retirar o sobrenadante e ressuspender o precipitado em 7 ml de fixador; 

centrifugar por 7 min. a 900 ± 100 rpm;  

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

das células em suspensão;  

10 pingar o material em lâminas e deixar secar ao ar; 

11 as lâminas foram guardadas no congelador, mantendo-se conservadas para 

a aplicação de técnicas de bandamento cromossômico. 

 

2.2.3 Detecção da região organizadora de nucléolo (Ag-NOR)  

 

O procedimento utilizado seguiu a técnica descrita originalmente por 

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

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

em 50 ml de água destilada. Acrescentam-se 0,5 ml de ácido fórmico.  

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

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

frascos escuros, a 4°C. Segue abaixo o protocolo utilizado para a coloração da 

NOR. 

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 e cobrir com lamínula;  

3 deixar as lâminas sobre um suporte no interior de um banho-maria a 60°C. 

Em alguns minutos (aproximadamente três), a mistura das soluções se torna 
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marrom dourada. Lavar a lâmina em água destilada, retirando a lamínula e 

deixar secar;  

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

aproximadamente 10 seg.;  

5 deixar secar ao ar.  

 

2.2.4 Caracterização da heterocromatina constitutiva (Banda C)  

 

Para a caracterização da heterocromatina constitutiva foi utilizada a 

técnica descrita por Sumner (1972) com algumas adaptações, que 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;  

2 passar por uma solução de BaOH2 a 5% por cerca de 7 segundos e 

posteriormente lavar com água destilada;  

3 banhar em HCl 1N a 60º.C e então lavar novamente com água destilada;  

4 incubar por 20 minutos em 2xSSC (pH=6,8) a 60º.C e lavar com água 

destilada;  

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

fosfato (pH=6,7).  
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2.2.5 Bandamento com o fluorocromo Cromomicina A3 (CMA3)  

 

O procedimento utilizado para a detecção de regiões ricas em pares de 

bases GC seguiu a técnica descrita por Schweizer (1976), com algumas 

adaptações.  

1 Colocar as lâminas em cubetas e imergi-lás com uma solução de tampão  

McIlvaine + MgCl2 à temperatura ambiente por 10 minutos;  

2 Agitar as lâminas e secar o lado de trás. Colocar 20µl de CMA3 (0,5mg/ml) 

por gota de preparação, cobrir com lamínulas e deixar o conjunto em caixa 

escura por 15 minutos à temperatura ambiente;  

3 Retirar as lamínulas em tampão McIlvaine lavando as lâminas 

vagarosamente nessa solução;  

4 Incubar as lâminas em solução de Methyl-greem/Hepes por 15 minutos;  

5 Lavar as lâminas em solução de Hepes/NaCl;  

6 Secar as lâminas, pingar uma solução de glicerol com propilgalato e colocar 

lamínula para montagem das lâminas permanentes;  

7 Deixar as lâminas no escuro e na geladeira por pelo menos 30 dias antes de 

analisar e fotografar em microscopia de fluorescência.  

 

2.2.6 Hibridação in situ fluorescente (FISH) com sondas de DNAr  

 

Obtenção das sondas  

Para realização da técnica de hibridação in situ com sondas 

fluorescentes foram obtidas duas sequências de DNA ribossômico (DNAr) (18S 
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DNAr e 5S DNAr). As sondas de DNAr 18S e 5S foram obtida de ambas as 

espécies parentais através da amplificação por PCR (Polymerase Chain 

Reaction), conforme descrito por Pendás et al. (1994).  

Inicialmente, o DNA foi marcado com biotina-dATP ou digoxigenina-

dUTP pela técnica de nick translation, segundo as instruções do fabricante 

(BionickTM Labelling System-Gibco.BRL). Após as marcações, procedeu-se à 

técnica de hibridização utilizada por Porto-Foresti et al. (2002), e as lâminas 

foram contracoradas com Iodeto de Propídeo ou DAPI.  

 

Marcação do DNA pela técnica de nick translation  

Inicialmente, o DNA foi marcado com biotina-dATP ou digoxigenina-

dUTP pela técnica de nick translation, segundo as instruções do fabricante 

(BionickTMLabelling System-Gibco.BRL). Após a marcação das sondas, 

procedeu-se a técnica de hibridação descrita por Porto-Foresti et al. (2002), 

com algumas adaptações.   Para marcação com biotina-dATP ou digoxigenina-

dUTP, foi seguido o seguinte protocolo:  

1 em um tubo de 0,5 ml preparar uma solução contendo 5 µl de uma solução 

de 10X dNTP (contendo 0,1 mM de biotina-dATP ou digoxigenina dUTP), 5 µl 

de uma solução tamponada de enzimas (0,0075 unidades/ µl de DNAse I e 0,5 

unidades/ µl 31 de DNA polimerase I), 1 µg de DNA (gene de interesse 18S ou 

5S) e água para um volume final de 45 µl. Misturar a solução em um vórtex e 

centrifugar brevemente a 14.000 rpm;  

2 incubar a 16°C por 1 hora.   

3 adicionar 5 µl de um tampão de bloqueio (stop buffer).   
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4 adicionar 5 µl de uma solução a 3M de acetato de sódio e 120 µl de etanol 

absoluto gelado (-20°C). Misturar os componentes in vertendo várias vezes o 

tubo contendo a mistura e incubar a -70°C por 30 minutos ou -20°C por 2 

horas;  

5 centrifugar a 14.000 rpm por 10 min. Remover e descartar o sobrenadante;  

6 ressuspender o DNA em 500 µl de etanol a 75% gelado (-20°C). Centrifugar 

a 14.000 rpm por 10 minutos. Remover o sobrenadante e secar o DNA a 

temperatura ambiente;  

7 adicionar 20 µl de uma solução de hibridação (50% formamida deionizada, 

10% dextran sulfate, 2XSSC e 20 mg/ml de albumina fetal bovina). Estocar o 

DNA a - 20°C.  

 

Hibridação  

1 Incubar as lâminas em uma solução contendo 200 µl de 2XSSC (pH=7,0) e 2 

µl de RNAse (100 mg/ml) em uma câmara úmida a 37°C por 1 hora;  

2 em um coplin de vidro, preparar 40 ml de uma solução de desnaturação (70% 

Formamida, 2XSSC) e aquecer a 72°C em um banho-maria. Colocar as 

lâminas na solução de desnaturação e incubar por 2 a 3 minutos;  

3 desidratar as lâminas em banhos sucessivos em etanol a 70%, 85% e 100% 

a - 20°C por 3 minutos cada. Deixar as lâminas secando ao ar;  

4 desnaturar as sondas incubando-as em um banho-maria a 72°C por 5 

minutos;  

5 colocar 7,5 µl da solução com as sondas + 7,5 µl de solução de hibridação 

em cada gota de preparação e cobrir com lamínula (no caso do “double FISH” 
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coloca-se as duas sondas juntas na lâmina a ser hibridizada, em iguais 

concentrações) ; 

6 incubar as lâminas a 37°C por cerca de 15 horas (over night) em uma câmara 

úmida;  

7 remover as lamínulas. Lavar as lâminas duas vezes em uma solução de 50% 

formamida/2XSSC por 10 minutos cada. Nesse passo, a estringência da 

reação pode ser aumentada ou diminuída, na mesma proporção em que a 

concentração de formamida for maior ou menor, respectivamente;  

8 lavar as lâminas duas vezes em 2XSSC por 10 minutos a 42°C;  

9 secar as lâminas e aplicar, em cada gota de preparação celular, 15 µl do 

reagente de detecção (avidina marcada com fluoresceína ou digoxigenina 

marcada com rodamina) e cobrir com uma lamínula.   

10 Incubar as lâminas a 37°C por 15 a 60 minutos em uma câmara úmida;  

11 remover as lamínulas. Lavar as lâminas duas vezes em uma solução de 

PBD (PBS com 1% de Triton X-100) por 5 minutos a temperatura ambiente;  

12 lavar as lâminas em uma solução de PBS (tampão fosfato) por 5 minutos a 

temperatura ambiente;  

Para as sequências com um número grande de cópias, como as 

sequências de DNAr 18S e 5S estudadas, procedeu-se diretamente com a 

contra-coloração (utilizou-se os corantes Iodeto de propídeo ou DAPI) e análise 

em fotomicroscópio de fluorescência.  
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2.2.7 Estudos Cariotípicos  

 
A partir dos dados obtidos pelas análises e contagens dos 

cromossomos em cerca de 30 metáfases em cada indivíduo estudado, 

procurou-se estabelecer um número diploide modal para os exemplares de 

cada espécie. Assim, as melhores metáfases ou as que apresentaram uma 

melhor dispersão e morfologia mais nítida dos cromossomos foram 

fotografadas em fotomicroscópio da marca OLYMPUS, modelo BX50, com 

objetiva de imersão de 100X. 

Para a técnica de Cromomicina A3 (CMA3) e FISH, foram utilizados 

filtros de fluorescência com objetiva de imersão e as preparações 

cromossômicas foram fotografadas em fotomicroscópio Olympus, modelo 

BX50, equipado com EpiFluorescência.  

 

2.2.8 Montagem dos Cariótipos  

 

Os cromossomos recortados e dispostos em cartolina com fita adesiva 

foram inicialmente arranjados 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 descrito por Levan et al. (1964). O cariótipo do híbrido foi 

organizado de acordo com Porto-Foresti et al. (2008). 
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3 RESULTADOS 
 

Todos os exemplares analisados de matrinxã (Brycon amazonicos), 

piraputanga (Brycon hilarii) e do produto da hibridação entre a fêmea do 

matrinxã e o macho piraputanga, coletados no CEPTA/ICMBio de 

Pirassununga, SP, apresentaram a mesma constituição cariotípica 

representada por 2n=50 cromossomos e número fundamental igual a 100. 

Foi possível observar que dentre todos os cromossomos do 

complemento padrão das espécies Brycon amazonicus, Brycon hilarii e sua 

respectiva geração filial (F1), destaca-se o primeiro par cromossômico, o qual 

apresenta um tamanho maior que os demais do complemento padrão e é 

claramente caracterizado como metacêntrico. 

No entanto, houve diferenciação na formação cariotípica dos parentais, 

onde o parental Matrinxã (Brycon amazonicus) apresentou um cariótipo 

composto por seis cromossomos do tipo metacêntrico, nove cromossomos do 

tipo submetacêntrico e dez cromossomos do tipo subtelocêntrico 

(6m+9sm+10st) (Figura 3a), enquanto que o parental Piraputanga (Brycon 

hilarii) apresentou uma constituição cariotípica de dez cromossomos do tipo 

metacêntrico, nove cromossomos do tipo submetacêntrico e seis cromossomos 

do tipo subtelocêntrico (10mt+9sm+6st) (Figura 3b) e sua respectiva geração 

filial apresentou um cariótipo correspondente ao seu parental Matrinxã, ou seja, 

seis cromossomos do tipo metacêntrico, nove cromossomos do tipo 

submetacêntrico e dez cromossomos do tipo subtelocêntrico (6m+9sm+10st) 

(Figura 3c). 
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Figura 3 – Cariótipo das espécies parentais Matrinxã (Brycon amazonicus) (a) e Piraputanga (Brycon 
hilarii) (b) e da geração Filial (c).  
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A análise das regiões ricas em heterocromatina constitutiva, por meio da 

técnica de bandamento C foi realizada em todos os indivíduos. Observou-se 

que Brycon amazonicus apresenta 11 pares de cromossomos com regiões 

banda C positivas (2m, 4sm e 5st) (Figura 4a), enquanto que Brycon hilarii 

apresenta dez pares cromossômicos com marcações positivas para a 

heterocromatina constitutiva (3m, 4sm e 3st) (Figura 4b) e o produto da 

hibridação, apresentou o mesmo padrão do parental Brycon amazonicus, ou 

seja, 11 pares cromossômicos com blocos heterocromáticos positivos (2m, 4sm 

e 5st) (Figura 4c). É notável que em todos os indivíduos estudados, o primeiro 

par de cromossomos metacêntrico, apresenta o mesmo padrão de 

heterocromatina constitutiva, isto é, blocos heterocromáticos nas regiões 

intersticiais de ambos os braços cromossômicos.  

Constatou-se ainda, que o primeiro par de cromossomos do conjunto 

submetacêntrico de todos os indivíduos apresentou marcação banda C positiva 

na região pericentromérica do braço longo de ambos os cromossomos e o 

primeiro par de cromossomos do conjunto subtelocêntrico evidenciou regiões 

heterocromáticas centroméricas. A localização da heterocromatina constitutiva 

nos demais cromossomos do complemento padrão localiza-se em regiões 

centroméricas e pericentroméricas.  
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 Figura 4 – Cariótipo evidenciando as Regiões de Heterocromatina Constitutiva (Banda C) das espécies 
Matrinxã (Brycon amazonicus) (a), Piraputanga (Brycon hilarii) (b) e da geração Filial (c). 
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Com a utilização da coloração com DAPI (4’-6-diamidino-2-phenylindole) 

nas duas espécies parentais e sua respectiva geração filial foi possível 

observar regiões cromossômicas ricas em A-T, concomitantemente nas regiões 

de heterocromatina constitutivas descritas anteriormente (Figura 5), isto é, nas 

regiões centroméricas e pericentroméricas de alguns pares cromossômicos. 

A detecção das Regiões Organizadoras de Nucléolos obtidas pela 

técnica de impregnação pelo nitrato de Prata (Ag-RONs) demonstrou 

marcações na região telomérica do braço longo de apenas um par de 

cromossomos subtelocêntricos nos parentais e em sua respectiva F1, não 

havendo diferenciações entre eles (Figura 6).  

Os resultados obtidos pela técnica de impregnação por nitrato de Prata 

(Ag-RONs) para detecção das regiões de NORs foi coincidente com os 

resultados apresentados pela técnica de coloração cromossômica por 

cromomicina A3 (CMA3). 

A aplicação da técnica de hibridação in situ com sonda fluorescente 

(FISH) para o gene ribossômico 18S, sinalizou nas espécies parentais e na 

geração Filial, regiões cromossômicas coincidentes com as regiões formadoras 

de nucléolos, obtidas pela técnica de impregnação pelo nitrato de Prata, ou 

seja, todos os exemplares analisados apresentaram marcações nas regiões 

teloméricas de ambos os braços longos de um par de cromossomos 

subtelocêntrico (Figura 6). 

Diferentemente dos resultados obtidos com as técnicas de Ag-NOR e 

FISH 18S, a hibridação in situ com sonda fluorescente para o DNAr 5S, 

demonstrou diferentes resultados para os indivíduos analisados. Para o 

parental Brycon amazonicus e sua respectiva geração filial, o DNAr 5S foi 
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observado na região pericentromérica do braço longo em um par de 

cromossomo submetacêntrico (Figura 7a; Figura 7c, respectivamente), 

enquanto que para o parental Brycon hilarii, este gene ribossômico encontrou-

se localizado na região pericentromérica de um pequeno par de cromossomo 

metacêntrico (Figura 7b). 
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Figura 5 – Cariótipo corado com DAPI, evidenciando regiões ricas em A-T em regiões centroméricas e 
pericentroméricas espécies Matrinxã (Brycon amazonicus) (a), Piraputanga (B. hilarii) (b) e da geração 

Filial (c).  
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Figura 6 – Cariótipo evidenciando a Região organizadora de Nucléolo (NORs) em um cromossomo 
subtelocêntrico das espécies Matrinxã (Brycon amazonicus) (a), Piraputanga (B. hilarii) (b) e da respectiva 

geração Filial (c). Em destaque, o par cromossômico corado com CMA3 evidenciando regiões 
cromossômicas ricas em G-C, e o par cromossômico subtelocêntrico portador do DNAr 18S. 
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Figura 7 – Cariótipo evidenciando a localização do gene ribossomal 5S nas espécies Matrinxã (Brycon 
amazonicus) (a), Piraputanga (B. hilarii) (b) e do produto híbrido interespecífico (c).  
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4 DISCUSSÃO 
 

Apesar das diversidades cariotípicas, muitas espécies da família 

Characidae apresentam uma característica peculiar a qual tem se mantido 

conservada na maioria dos indivíduos analisados, que é a presença de um par 

de cromossomos metacêntrico. Esta característica corresponde ao primeiro par 

cromossômico, o qual é significativamente maior que os demais cromossomos 

do complemento padrão (Scheel, 1973) e foi relatado nos resultados deste 

trabalho. 

Para as espécies da subfamília Briconinae, a presença de um grande 

par de cromossomos metacêntrico é considerado um marcador (Parada et al., 

2003; López et al., 2008; Mariguela et al., 2010). Além deste fato, diversos 

autores tais como, Galetti Jr. et al. (1984), Wasko & Galetti Jr. (2000), López et 

al. (2008) e Mariguela et al., (2010), em seus estudos com espécies do gênero 

Brycon, indicaram uma estabilidade cromossômica quanto a sua ploidia, onde 

todos os indivíduos analisados possuíam 2n=50 cromossomos, sendo esta 

uma característica estável do gênero (Margarido et al., 1999), confirmando nos 

resultados apresentados.  

A estabilidade cromossômica do gênero Brycon pode ser explicada pela 

ausência de rearranjos cromossômicos significantes, conservando assim, seu 

número diploide (Margarido & Galetti, 1999; Parada et al., 2003; Brassesco et 

al., 2004, apud Mariguela et al, 2010). No entanto, ainda são poucos os 

estudos citogenéticos concernentes para o gênero Brycon (Arias, 2002) 

algumas variações no conjunto cromossômico do gênero podem ainda ocorrer 
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ao longo do tempo, embora este gênero seja reconhecido pela sua estabilidade 

cariotípica em nível numérico (Wasko et al., 2002). 

A fórmula cariotípica apresentada pela espécie Brycon amazonicus 

(Matrinxã) neste trabalho (6m+9sm+10st), difere da análise feita por Almeida-

Toledo et al. (1996), o qual sugere uma formula cariotípica composta por pares 

de 12m+13sm/st, enquanto que Margarido & Galetti, (1996) descreveram uma 

fórmula igual a 12m+10sm+3st. Daniel-Silva (2001) descreveu uma 

constituição cariotípica de 12m+13sm. Guevara et al. (2003) sugeriram uma 

constituição cariotípica de pares de 12m+13sm/st cromossomos, ao passo que 

Parada et al. (2003) descreveram um cariótipo formado por pares de 

12m+13sm cromossomos e mais recentemente, Mariguela et al. (2010) 

demonstraram um cariótipo de 11m+7sm+7st pares de cromossomos. 

A análise do cariótipo da espécie Brycon hilarii (Piraputanga) também 

revelou diferenças significativas quanto à caracterização de seus 

cromossomos. De acordo com Margarido & Galetti (1996) e Foresti et al. 

(2007) o cariótipo desta espécie é composto por 10m+12sm+3st, diferindo dos 

resultados obtidos neste trabalho, o qual demonstrou uma constituição 

cariotípica de 10 pares de cromossomos metacêntricos, nove pares de 

cromossomos submetacêntricos e 6 pares de cromossomos subtelocêntrico. 

Com relação aos dados apresentados neste trabalho da geração filial, 

pudemos observar a mesma constituição cariotípica do parental Brycon 

amazonicus (Matrinxã), o que possivelmente poderia ser explicado pela 

ocorrência de indivíduos ginogênicos, que de acordo com Toledo-Filho et al. 

(1994), propõe que o projeto de hibridação que utilizar como parentais fêmeas 

(FF) e machos (MM) diploides simples poderá produzir oito diferentes tipos 
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genéticos, identificados como ginogenéticos haploides (F) e diploides (FF), 

como é o caso do relatado no presente trabalho.  

Além disso, a diferença na fórmula cariotípica entre indivíduos da 

mesma espécie, dados descritos para as espécies parentais no presente 

trabalho, pode ser relacionada com a história Geológica e o desenvolvimento 

temporal dessas espécies em uma determinada localidade, ou seja, grupos de 

indivíduos da mesma espécie que permaneceram durante milhões de anos 

isolados, fixaram em seu pool gênico, rearranjos cromossômicos raros, e os 

resultados foram importantes mudanças cromossômicas, as quais se 

mantiveram e originaram para cada população, uma fórmula cariotípica 

diferente (Oliveira et al, 2009), acreditamos, portanto, ser esta a explicação 

plausível para a espécie Brycon amazonicus.  

Ainda, Parada et al. (2003) discutem que uma possível causa de 

variação cariotípica entre espécies de uma mesma população está na 

dificuldade em definir e classificar os cromossomos em submetacêntricos e 

subtelocêntricos devido ao seu grau máximo de condensação, podendo nos 

levar a identificar um cromossomo submetacêntrico como subtelocêntrico, 

sendo esta a explicação mais plausível apresentada para a espécie Brycon 

hilarii. 

As espécies do gênero Brycon, apresentam um padrão de distribuição 

da heterocromatina constitutiva não-conservativa (Almeida-Toledo, 1996), o 

que pode representar uma ferramenta importante na caracterização e 

diferenciação das espécies, consistindo assim, uma vez que apresenta grande 

variabilidade, um importante marcador citogenético. No entanto, os estudos de 
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bandamento C são restritos e foram realizados em poucas espécies (Wasko, 

2000). 

Margarido et al. (1999) identificaram que a espécie B. hilarii possui 

blocos heterocromáticos na região centromérica da maioria dos cromossomos 

do complemento padrão, sendo possível visualizar um evidente bloco 

heterocromático na região intersticial dos braços longos e curtos do primeiro 

par de cromossomos metacêntricos, os quais se apresentam maiores que 

todos os demais cromossomos, sendo uma característica já discutida para esta 

subfamília. Os dados obtidos no presente estudo corroboram com os 

resultados apresentados por Margarido et al.(1999) observando que a mesma 

marcação do primeiro par de cromossomos metacêntricos da espécie Brycon 

hilarii, ocorre no parental Brycon amazonicus e também no produto obtido pelo 

cruzamento entre estas duas espécies. 

Outra característica marcante para as espécies estudadas, a qual foi 

observada neste estudo, é a presença de blocos heterocromáticos na região 

centromérica/pericentromérica dos braços longos dos dois primeiros 

cromossomos submetacêntricos, fato demonstrado também por Daniel-Silva 

(2001) o qual analisou padrão de bandamento C de Brycon cephalus (espécie 

sinônimo de Brycon amazonicus), por Margarido et al. (1999), em seus estudos 

com as espécies Brycon lundii e Brycon microlepis (espécie sinônimo de 

Brycon hilarii), e mais recentemente por Mariguela et al. (2010) em seus 

estudos com Brycon amazonicus, sendo esta característica, portanto, 

conservada para as espécies do gênero Brycon (Margarido & Galetti Jr., 1996; 

1999). 
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Mariguela et al. (2010) citaram que a espécie de Brycon amazonicus 

coletada no rio Orinoco na Venezuela, além de apresentarem o padrão de 

heterocromatina constitutiva do par cromossômico 1, observou-se também a 

presença de mais seis pares cromossômicos submetacêntricos com 

distribuição na região centromérica e pericentromérica do braço longo. Este 

dado em particular difere dos resultados apresentados no presente estudo para 

o parental Brycon amazonicus, o qual demonstrou padrão de heterocromatina 

constitutiva em dois pares cromossômicos metacêntricos, quatro pares 

cromossômicos submetacêntricos e cinco pares cromossômicos 

subtelocêntricos. Essa divergência pode ser explicada pela história Geológica e 

pelo desenvolvimento temporal dessas espécies, uma vez que ambas 

pertencem a populações e bacias distintas, sofrendo assim, diferentes 

pressões seletivas. 

Os resultados de bandamento C obtidos para Brycon hilarii diferem dos 

dados contidos na literatura, onde nos estudos de Margarido & Galetti Jr. 

(1999), foi observado que Brycon microlepis (espécie sinônimo), possui três 

pares de cromossomos metacêntricos e cinco pares de cromossomos 

submetacêntricos portadores de blocos heterocromáticos, totalizando oito 

pares cromossômicos. Entretanto, a espécie estudada neste trabalho 

apresentou semelhança na quantidade de cromossomos metacêntricos com 

regiões de heterocromatina constitutiva positiva, mas é divergente quanto à 

quantidade de regiões de banda C positivas nos cromossomos 

submetacêntricos/subtelocêntricos. Mais uma vez, as divergências 

apresentadas pode ser resultado de uma frágil classificação em virtude do grau 

de condensação da preparação cromossômica. No entanto, a espécie Brycon 
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hilarii descrita deste trabalho, apresentou 10 pares cromossômicos com 

marcações banda C positivas, dois pares a mais que os estudos até 

recentemente publicados. De acordo com Margarido & Galetti Jr. (1996), as 

mudanças no padrão de distribuição da heterocromatina constitutiva pode 

desempenhar um papel importante na diferenciação cromossômica deste grupo 

de peixes, e são distribuídas em pelo menos dois padrões gerais: o primeiro 

padrão apresenta distribuição da heterocromatina principalmente em alguns 

cromossomos submetacêntricos, como é observado em Brycon amazonicus e 

Brycon hilarii, já o segundo padrão é caracterizado pela presença de 

heterocromatina em regiões teloméricas de alguns cromossomos 

metacêntricos, o que não foi observado nos nossos resultados.  

A análise do padrão de heterocromatina constitutiva para a geração Filial 

apresentou diferenças marcantes quando seus resultados são comparados 

com o parental B.hilarii, uma vez que este demonstrou um total de 10 pares de 

cromossomos com blocos heterocromáticos enquanto que o produto da 

hibridação possuiu 11 pares de cromossomos. Além da divergência numérica 

de cromossomos com marcação banda C positiva, há a diferença de 

classificação dos cromossomos que apresentam padrão de bandamento C, 

sendo que Brycon hilarii possui três pares de cromossomos metacêntricos, 

quatro pares de cromossomos submetacêntricos e três pares de cromossomos 

subtelocêntrico, ao passo que o produto da hibridação apresenta dois pares de 

cromossomos metacêntricos, quatro pares de cromossomos submetacêntricos 

e cinco pares de cromossomos subtelocêntricos, dados semelhantes ao 

parental B.amazonicus, ratificando assim, que esta geração Filial é uma 

linhagem ginogenética. 
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As regiões organizadoras de nucléolo (NORs) foram inicialmente 

descritas por Heitz (1931) e McClintock (1934) e desde então é considerada 

uma ferramenta útil na análise citogenética.  

Margarido & Galetti Jr., (1996, 1999); Almeida-Toledo, (1996) e Wasko, 

(2000), demonstraram que através da impregnação do nitrato de Prata em 

espécies do gênero Brycon, a região organizadora de nucléolo está presente 

em apenas um par cromossômico submetacêntrico. Diferentemente destes, 

este estudo evidenciou que a região organizadora de nucléolo está presente na 

região telomérica dos braços longos de um par de cromossomos 

subtelocêntricos, dado obtido também por Mariguela et al. (2010) em seus 

estudos com a espécie Brycon amazonicus. As divergências dos resultados 

obtidos em relação ao tipo de cromossomo portador da NOR parecem estar 

associada na dificuldade em se classificar os cromossomos em 

submetacêntricos e subtelocêntricos, uma vez que essa classificação irá 

depender do grau de condensação cromossômica da metáfase analisada. 

A presença de NORs localizadas e conservadas em um único par de 

cromossomos é uma característica comum de todas as espécies do gênero 

Brycon estudadas até o momento e pode ser considerado um caráter primitivo 

para a subfamília Briconinae (Wasko, 2000). No entanto, a coloração pelo 

nitrato de Prata detecta apenas as NORs ativas, uma vez que o material 

corado não é o DNAr, mas sim o conjunto de proteínas ácidas, as quais estão 

envolvidas no processo de produção dos ribossomos (Howell, 1977; Jordan, 

1987). Já a coloração com fluorocromos GC-específicos (MM, CMA3), cora 

tanto NORs ativas como inativas em peixes e anfíbios (Mayr et al., 1986; 

Schmid & Guttenbach, 1988; Philips & Hartley, 1988), provavelmente como 
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consequência do maior conteúdo G-C do DNAr (Schmid & Guttenbach, 1988), 

embora estes possam também evidenciar outras regiões cromossômicas. 

Assim, a aplicação de fluorocromos GC-específicos (CMA3) confirmou os 

dados obtidos pela técnica de impregnação por nitrato de Prata, evidenciando 

regiões ricas em G-C em um par de cromossomos subtelocêntricos, em sua 

porção telomérica de ambos os braços longos para as espécies parentais e 

para a geração filial. 

No entanto, devido ao fato da aplicação de fluorocromos específicos 

(CMA3) detectar regiões ricas em ligações G-C, a aplicação desta técnica 

evidencia não apenas as regiões organizadoras de nucléolos, mas também, 

pode identificar diversas outras regiões que não as da NORs.  

Para que seja evidenciada a localização das regiões organizadoras de 

nucléolos, tanto as regiões detectadas pela técnica de impregnação pelo nitrato 

de Prata, quanto às regiões inativas que não são detectadas pela Ag-NOR nas 

espécies estudadas neste trabalho, foi necessário a utilização de uma técnica 

mais eficaz. Portanto, a localização das NORs tem sido comprovada através da 

hibridação in situ isotópica e não-isotópica de sondas de RNAr e DNAr 18S e 

28S em cromossomos fixados de vários vertebrados (Long & David, 1980, para 

revisão).  

A técnica de FISH com sondas de rDNA 18S aplicados nos 

cromossomos das espécies Brycon hilarii, Brycon amazonicus e o produto da 

hibridação evidenciaram sinais em um único par de cromossomos, na mesma 

posição e cromossomo das NORs anteriormente detectadas usando a técnica 

Ag-NOR e CMA3.  
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Resultados semelhantes foram encontrados comparando os estudos 

com nitrato de Prata (Margarido & Galetti Jr., 1996) e FISH com sonda de 

rDNA 18S (Wasko & Galetti Jr., 2000), com a ocorrência de dois sítios 

portadores do cístron ribossômico 18S localizados na extremidade do braço 

longo de um grande par cromossômico submetacêntrico em todas as espécies 

de Brycon analisadas. Neste trabalho, a única diferença com os dados 

descritos na literatura, é o fato da região organizadora de nucléolo, da região 

rica em GC (CMA3) e da região detentora do cístron ribossômico 18S 

encontrar-se em um cromossomo subtelocêntrico, corroborando com dados 

obtidos por Mariguela et al. (2010). 

A técnica de FISH também pode revelar a presença de sinais adicionais 

na posição intersticial dos cromossomos portadores da NORs, fato que foi 

comprovado por Mariguela et al. (2010), e que por outro lado contrasta com os 

resultados descritos por Wasko & Galetti Jr. (2000) e com os resultados deste 

trabalho, os quais não denotaram nenhuma diferença entre a região do cístron 

ribossômico 18S e a região da NORs. No entanto, a técnica de FISH usando a 

sonda para o DNAr 18S pode identificar um número maior de cístrons 

ribossômicos quando comparada com a técnica Ag-NOR em diversas espécies 

de peixes, tais como Salmo trutta Linnaeus, 1758 (Pendas et al, 1993), 

Astyanax scabripinnis (Jenyns, 1842) (Ferro et al., 2001), Hyphessobrycon 

anisitsi (Eigenmann, 1907) (Centofante et al., 2003), Prochilodus lineatus 

(Valenciennes, 1836) (Jesus & Moreira-Filho, 2003), Colossoma macropomum 

(Cuvier, 1818), Piaractus brachypomus (Cuvier, 1818) e seus híbridos 

interespecíficos (Nirchio et al., 2003), Lebias fasciata Valenciennes, 1821 

(Tigano et al., 2004) e Triportheus venezuelensis Spix, 1829 (Nirchio et al., 
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2007). Estes sinais a mais podem representar regiões cromossômicas com 

NORs que normalmente não são expressas, tendo como possível causa a 

metilação do DNA e o silenciamento de genes relacionados a efeitos 

posicionais induzidos pela heterocromatina (bandas C) e/ou telômeros, como 

sugerido por Guillén et al. (2004), (apud Mariguela et al., 2010). 

Neste estudo foi demonstrado que os sítios de DNAr 5S apresentaram-

se em diferentes localizações cromossômicas quando comparados com as 

informações obtidas para DNAr 18S. O parental Brycon amazonicus e o 

produto da hibridação apresentaram a mesma localização cromossômica do 

sítio ribossômico DNAr 5S, ambos diferindo da localização do DNAr 5S do 

parental Brycon hilarii, o que sugere que a geração filial é ginogênica, ou seja, 

apresentam dois lotes cromossômicos haplóides provenientes do parental 

materno, Brycon amazonicus. 

O DNAr 5S consiste de uma sequência codificante altamente 

conservada de 120 pares de bases e de um DNA flanqueador não transcrito 

(NTS). Wasko & Galetti Jr. (2001), em seus estudos com sete espécies do 

gênero Brycon, não identificaram nenhum polimorfismo tanto de tamanho 

quanto de intensidade dos sinais fluorescentes para as espécies analisadas. 

Porém, observaram que das sete espécies, apenas Brycon insignis 

apresentou-se possuidor de dois pares cromossômicos portadores do cístron 

ribossômico 5S, fato observado em algumas espécies de anfíbios (Vitelli et al., 

1982; Schmid et al., 1987; Lucchini et al., 1993), e de peixes, provavelmente o 

que ocorre no gênero Brycon (Wasko et al., 2001). Ainda, Wasko et al. (2001), 

através de seus estudos com o DNA flanqueador do cístron ribossômico 5S, 

propõe que as espécies B.insignis, B.lundii, B.orbignyanus e B.microlepis 
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(espécie sinônimo de Brycon hilarii) podem apresentar-se possuidores de dois 

pares cromossômicos portadores do cístron ribossômico 5S, onde o loco maior 

deve estar localizado em um par de cromossomos submetacêntricos 

pequenos, enquanto o loco menor deve estar presente em um par de 

submetacêntricos médios. Já para as espécies Brycon cephalus (espécie 

sinônimo de Brycon amazonicus), Brycon sp. e Brycon brevicauda, o loco 

maior foi localizado em um par de cromossomos submetacêntricos médios e o 

loco menor poderia estar localizado em um par de cromossomos 

submetacêntricos pequenos, uma vez que não puderam ser observados. Os 

dados apresentados por estes autores revelaram que os genes RNAr 5S são 

altamente conservados, especificamente para as espécies do gênero Brycon. 

Estes dados foram ratificados por Mariguela et al. (2010) em seus estudos com 

a espécie Brycon amazonicus, a qual localizou além do par portador desse 

cístron ribossômico, outros sinais intersticiais do gene, ratificando as 

proposições efetuadas por Wasko et al. (2001). No entanto, neste trabalho, foi 

possível evidenciar apenas um par de cromossomos submetacêntricos 

portador do cístron ribossômico 5S para a espécie parental Brycon 

amazonicus, corroborando com os dados obtidos por Wasko et al. (2001). Os 

mesmos resultados obtidos para o parental Brycon amazonicus, foram 

apresentados para a geração Filial, reforçando assim sua herança genética 

estritamente materna, ou seja, uma geração ginogênica. 

Contudo, a localização do DNAr 5S para a espécie parental Brycon 

hilarii difere dos dados literários obtidos até o momento e da espécie parental 

Brycon amazonicus e a respectiva geração Filial. Foi possível observar uma 

marcação centromérica em um pequeno par de cromossomos metacêntricos, 
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nos levando a crer que este poderia ser o “par de cromossomos 

submetacêntrico pequeno” dito por Wasko & Galetti Jr., (2001) e que a 

divergência de classificação seja mais uma vez em razão do grau de 

condensação cromossômica. 

É possível ainda observar que todos os locos de DNAr 5S foram 

coincidentes com regiões heterocromáticas, anteriormente caracterizadas 

através de bandamento C, descritos nesse trabalho, ao contrário do que ocorre 

com o DNAr 18S, os locos de DNAr 5S não estão presentes nas regiões 

organizadoras de nucléolos. 

Desta maneira, todos os resultados apresentados nesse trabalho 

indicam que a geração Filial apresentou características semelhantes ao 

parental Brycon amazonicus e bem distintas quando comparado com o 

parental Brycon hilarii. Assim, o padrão encontrado no possível híbrido sugere 

a ocorrência de ginogênese, uma forma de herança inteiramente maternal, que 

consiste na estimulação do desenvolvimento de um ovo por um 

espermatozoide geneticamente inativado e posterior diploidização pela 

retenção do 2º corpúsculo polar, ou pelo bloqueio da primeira clivagem (Arai, 

2001). Em peixes, a ocorrência de ginogênese natural tem sido encontrada em 

poucas espécies, incluindo Poecilia formosa (Hubbs & Hubbs, 1932), 

Poeciliopsis monacha-lucida, Poeciliopsis monacha-lucida-occidentalis 

(Climino, 1972), Carassius auratus langsdorfii (Kobayashi et al., 1977), 

Carassius auratus gibelio (Cherfas, 1981; Jiang et al., 1983), Menidia Clark 

hubbsi (Anthony & Mosier, 1982) e Phoxinus eos-neogaeus (Goddard et al., 

1998). 
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Atualmente existem disponíveis algumas metodologias para a indução 

artificial de produtos ginogenéticos através da inativação do genoma paterno e 

a diploidização por agentes físicos ou químicos do material genético da fêmea, 

pela retenção do 2º corpúsculo polar no zigoto, ou pelo bloqueio da primeira 

clivagem (Ihssen et al., 1990; Thorgaard, 1992). Além do mais, outra maneira 

também efetivamente utilizada na produção de ginogenéticos é o uso de 

sêmen de espécies não relacionadas sendo que geralmente, nos peixes que se 

reproduzem naturalmente por ginogênese (aloginogênese), os 

espermatozóides de espécies não relacionadas ativam o ovo, porém não 

contribuem geneticamente para a formação do embrião (Arai, 2001), podendo 

ser essa uma hipótese para o resultado relatado no presente estudo do produto 

da hibridação interespecífica, em que foi empregado o sêmen da Piraputanga 

(Brycon hilarii) para a ativação dos óvulos da Matrinxã (Brycon amazonicus), 

sem que haja incorporação do material genético da espécie paterna Brycon 

hilarii, confirmado pelos resultados obtidos através da análise do cariótipo dos 

parentais e seu produto da geração F1. 

Almeida-Toledo (1996) relata um caso artificial de um cruzamento entre 

o híbrido macho “tambacu”, que apresenta infertilidade, com a parental fêmea 

Piaractus mesopotamicus, resultando em um produto possivelmente 

ginogenético, uma vez que não foi possível identificar nenhum padrão de 

bandamento cromossômico distinto entre o produto da hibridação, nomeado de 

“pacucu” e a parental fêmea Piaractus mesopotamicus, enquanto que 

apresentou divergências de heterocromatina constitutiva em relação a seu 

parental híbrido masculino “tambacu”. Nesse mesmo trabalho, Almeida-Toledo, 

(1996), sugere que o “pacucu” é produto da inativação do genoma paterno e a 
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diploidização do material genético da fêmea, pela retenção do 2º corpúsculo 

polar no zigoto.  

Ainda, Tabata, (2008), cita que para a espécie truta arco-íris, a 

ginogênese pode ser utilizada para a produção de populações monossexuadas 

femininas. Entretanto, os indivíduos ginogenéticos, por serem de herança 

exclusivamente materna, apresentam maior consanguinidade, não sendo, 

portanto, desejáveis para o cultivo. Além disso, a produção de ginogenéticos 

em escala comercial é ainda impraticável, devido à alta mortalidade resultante 

do tratamento (Tabata, 2004). 

Para o gênero Brycon, especificamente, para as espécies parentais 

estudadas neste trabalho, não há nenhum dado a respeito de seu processo de 

hibridação, sendo necessário o desenvolvimento estudos básicos e 

consequentemente mais aprofundados das respostas fisiológicas, nutricionais, 

imunológicas e reprodutivas, desses animais assegurando a proteção das 

espécies selvagens. 
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5 CONCLUSÃO 
 

Os resultados das análises citogenéticas realizadas em exemplares das 

espécies de peixes Brycon amazonicus (Matrinxã), Brycon hilarii (Piraputanga) 

bem como a geração Filial permitiram concluir que: 

 

1. As espécies parentais e a geração Filial mantiveram uma característica 

peculiar do gênero, ou seja, a presença de um par de cromossomos 

metacêntrico o qual é significativamente maior que os demais cromossomos do 

complemento padrão e uma estabilidade cromossômica quanto a sua ploidia. 

 

2. A fórmula cariotípica apresentada para as espécies Brycon amazonicus 

(Matrinxã) (6m+9sm+10st) e Brycon hilarii (Piraputanga) (10m+9sm+6st) 

diferem de todos os dados encontrados na literatura. Ainda, a fórmula 

cariotípica de parental Brycon amazonicus e da geral Filial são homólogas, 

sugerindo a ocorrência de ginogênese; 

 
3. O padrão de distribuição de heterocromatina constitutiva para as 

espécies parentais foram distintas, podendo este ser um marcador espécie-

específica. Ainda, a espécie parental B.hilarii apresentou um padrão de 

bandamento C distinto dos dados da literatura existente. No entanto, a análise 

do padrão de bandamento C para a geração Filial apresentou diferenças 

marcantes quando seus resultados são comparados com o parental B.hilarii, e 

homologia quando comparado com os dados obtidos para o parental Brycon 

amazonicus, reforçando a hipótese da geração Filial ser um produto 

ginogenético; 
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4. A localização das Regiões Organizadoras de Nucléolos (NORs), foi 

ratificada pela aplicação de fluorocromos específicos (CMA3) e pela técnica de 

FISH com sondas de DNAr 18S, as quais evidenciaram uma marcação 

telomérica em um par de cromossomos subtelocêntricos em todas as espécies 

estudadas. 

 

5. A aplicação da técnica de FISH com sondas DNAr 5S evidenciou 

marcações semelhantes para Brycon amazonicus e sua respectiva geração 

Filial, as quais diferem da marcação obtida para a espécie parental B.hilarii. 

Ainda, a localização do cístron ribossômico 5S para a B.hilarii difere dos dados 

literários existentes, sendo este o primeiro trabalho a confirmar sua localização 

em um pequeno par de cromossomos metacêntricos. 

 

6. Por fim, todos os resultados apresentados nesse trabalho indicam que a 

geração Filial apresentou características semelhantes ao parental Brycon 

amazonicus e bem distintas do parental Brycon hilarii. Assim, o padrão 

encontrado no possível híbrido sugere a ocorrência de ginogênese, onde o 

sêmen da Piraputanga (Brycon hilarii) foi empregado apenas para a ativação 

dos óvulos da Matrinxã (Brycon amazonicus), sem que houvesse incorporação 

de seu material genético. 
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