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Resumo 

No presente estudo foram analisados os cromossomos de distintas espécies de 

Triportheus (Characiformes, Characidae), de diferentes bacias hidrográficas do 

Brasil, assim como da Argentina. Triportheus nematurus, proveniente do rio 

Piracicaba - SP, foi analisada pela primeira vez, utilizando técnicas de estudo 

convencionais, fluorocromos base-específicos e o mapeamento físico dos sitos de 

rDNA 18S e de rDNA 5S. O número diplóide encontrado foi de 2n=52 

cromossomos, tanto em machos como em fêmeas. As fêmeas apresentaram um 

par de cromossomos heteromórficos bem diferenciados, caracterizando um 

sistema de cromossomos sexuais do tipo ZZ/ZW. O cromossomo Z é o maior do 

complemento, com a ocorrência de heterocromatina constitutiva nas regiões 

pericentromérica e teloméricas. O cromossomo W é em grande parte 

heterocromático, evidenciando heterocromatina heterogênea, composta por 

regiões GC- e AT-ricas. As Ag-RONs, em concordância com os sítios de rDNA 

18S, detectados pela hibridação fluorescente in situ. O rDNA 5S, mostra uma 

localização sintênica e adjacente ao rDNA 18S, caracterizando uma situação 

pouco freqüente entre os peixes. Os resultados obtidos em T. nematurus 

concordam com estudos prévios nesse grupo, reforçando a condição basal do 

sistema ZZ/ZW na filogenia do gênero,  provavelmente pré-datando os eventos de 

especiação. Além de T. nematurus, mais sete espécies/populações de 

Triportheus foram analisas por FISH com sondas de rDNA 18S e 5S. Os 

resultados confirmaram a presença de sítios 18S no cromossomo W em todas as 

espécies de Triportheus aqui analisadas, mesmo nos casos onde as Ag-RONs 

mostraram-se inativas. Os sítios de rDNA 5S, que ainda não tinham sido descritos 



para o grupo, encontram-se sempre localizados no braço curto de um só par de 

cromossomos, adjacentes ao centrômero. A única exceção ocorreu em T. auritus, 

que apresentou 10 sítios de rRNA 5S. Duas populações distintas de T. nematurus 

(rio Piracicaba – SP e rio Paraná – Argentina) apresentaram sintenia dos genes 

ribossomais no braço curto de um par cromossômico correspondente ao portador 

de Ag-RONs. Uma sonda para pintura cromossômica total (WCP - Whole 

Chromosome Painting), específica do cromossomo Z de T. nematurus (rio 

Piracicaba), foi obtida por intermédio de microdissecção, seguida por amplificação 

inespecífica por DOP-PCR (Degenerate Oligonucleotide Primed-PCR). 

Hibridações fluorescentes in situ, utilizando-se esta sonda, foram realizadas em 

espécies/populações de Triportheus, assim como em espécies de outros gêneros 

da família Characidae filogenticamente próximos de Triportheus. Nos espécimes 

machos de Triportheus, os dois cromossomos Z (1º par metacêntrico grande) 

apresentaram uma forte marcação em toda sua extensão. Nas fêmeas, o 

cromossomo Z (1o metacêntrico grande) mostra o mesmo padrão observado nos 

machos e o cromossomo W se apresenta apenas com sutil marcação no braço 

curto ou no braço longo, em uma região adjacente ao centrômero, conforme a 

espécie. Assim sendo, a região do cromossomo W que mantém homologia com o 

cromossomo Z é relativamente pequena, demonstrando a grande diferenciação 

desse cromossomo ao longo da evolução do sistema ZZ/ZW no grupo. Todas as 

demais espécies de Characidae testadas não apresentaram sinais positivos de 

hibridação com a sonda do cromossomo Z de Triportheus, mesmo sendo 

relativamente próximas desse gênero. Assim sendo, esses resultados reforçam, 

de modo mais positivo, que o sistema ZZ/ZW deve de fato corresponder à uma 



sinapomorfia entre as espécies de Triportheus, aparentemente exclusiva desse 

grupo de Characidae. 



Abstract 

Chromosomes of distinct species of Triportheus (Characiformes, Characidae) from 

different hydrographic basins in Brazil, as well as in Argentina, were analyzed in 

the present work. Triportheus nematurus, from Piracicaba River (São Paulo State, 

Brazil), was analyzed for the first time, using conventional cytogenetic techniques, 

base-specific fluorochromes and physical mapping of 18S rDNA and 5S rDNA. 

The diploid number found in all species was 2n= 52 chromosomes, in both males 

and females. Females presented a pair of quite differentiated heteromorphic 

chromosomes, characterizing a ZZ/ZW sex chromosome system. The Z 

chromosome is the largest in the karyotype, bearing constitutive heterochromatin 

at pericentromeric and telomeric regions. The W chromosome is mostly 

heterochromatic, showing a heterogeneous heterochromatin, composed of GC- 

and AT-rich regions The Ag-NORs were equivalent to 18S rDNA sites detected 

through fluorescent in situ hybridization. The 5S rDNA is syntenic and adjacent to 

18S rDNA site, characterizing an uncommon situation amongst fishes. The results 

obtained in T. nematurus agree with previous studies in this group, reinforcing the 

basal condition of the system ZZ/ZW in the phylogeny of this genus, prior to 

speciation events. Besides T. nematurus, other seven species/populations of 

Triportheus were analyzed by FISH with 18S and 5S rDNA probes. The results 

confirmed the presence of 18S sites on the W chromosome in all Triportheus 

species herein studied, even when Ag-NORs showed to be inactive. The 5S rDNA 

sites, not reported in this group so far, were always located on short arms of a 

single chromosomal pair, close to centromeres. The only exception was T. auritus, 

which presented ten 5S rDNA sites. Two distinct T. nematurus populations 

(Piracicaba River – SP and Paraná River – Argentina) presented synteny between 



18S and 5S ribosomal genes, located on short arm of a NOR-bearing 

chromosomal pair. A probe for whole chromosome painting (WCP), specific to the 

Z chromosome of T. nematurus (Piracicaba River), was obtained by 

microdissection, followed by unspecific amplification via DOP-PCR (Degenerate 

Oligonucleotide Primed-PCR). Fluorescent in situ hybridization with such probe 

was performed in Triportheus species, as well as in other Characidae species 

belonging to genus closed to Triportheus. In male specimens of Triportheus, both 

Z chromosomes (1st large metacentric pair) presented conspicuous marks over 

their whole extension. In females, the Z chromosome showed the same pattern 

observed in males while the W chromosome bears only a subtle signal on the 

short arm, or on the long arm close to centromere, according to species. 

Therefore, the region of the W chromosome with homology to Z chromosome is 

relatively small. All the other Characidae species analyzed presented no positive 

signals after hybridization using Z chromosome of Tirportheus nematurus as a 

probe, even in those apparently closely related to this genus. Thus, these results 

stress out, positively, that the ZZ/ZW system should actually correspond to a 

synapomorphy shared by Triportheus species, likely to be unique to this 

Characidae group. 
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1. INTRODUÇÃO  

 

1.1. Considerações gerais sobre o gênero Triportheus na ictiofauna 

neotropical 

Os peixes neotropicais compõem a ictiofauna de água doce mais rica e 

diversificada do mundo, com mais de 2400 espécies descritas (Lowe-McConnell, 

1999), representadas principalmente pelas ordens Characiformes, Siluriformes, 

Gymnotiformes, Cyprinodontiformes e Perciformes (Lundberg et al., 2000).  

Os Characiformes constituem um grupo composto por cerca de 10 

famílias, apresentando uma grande amplitude de variações morfológicas. 

Representantes desse grupo ocorrem em praticamente todos os ambientes de 

água doce, sendo coletados com relativa facilidade na maioria dos cursos de 

água, tanto pela abundância de espécies como pelo grande número de 

espécimes (Britsky et al., 1988).  

A família Characidae é uma das maiores e mais complexas entre os 

peixes Neotropicais (Britsky, 1992; Nelson, 1994), compreendendo cerca de 170 

gêneros e 885 espécies (Nelson, 1994). Além disso, existem diversos gêneros 

ainda não bem caracterizados quanto às suas relações filogenéticas. Lima et al. 

(2003) consideram vários gêneros “incertae sedis” em Characidae, dentre os 

quais se encontra o gênero Triportheus Cope, 1872, representados por peixes 

com porte entre 10-14 cm de comprimento, em média. 

Os Triportheus são popularmente conhecidos como sardinha de água 

doce, sardela, sardinha facão, entre outros. Algumas espécies deste gênero 

podem atingir um tamanho relativamente maior do que a média, entre 20-24 cm, 

sendo importantes para o comércio e a subsistência de populações ribeirinhas, 
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principalmente na Amazônia, onde estão entre os peixes mais consumidos pela 

população. 

Este gênero tem ampla distribuição geográfica na América do Sul , indo 

da bacia do rio Magdalena, na Colômbia, até o sistema do rio de La Plata, no 

Uruguai (Ribeiro, 1941). Em recente revisão, Malabarba (2004), considerou um 

total de dezesseis espécies válidas para este gênero, presentes nas bacias 

hidrográficas da América do Sul. Nesta revisão, algumas espécies foram 

colocadas em sinonímia enquanto que outras foram descritas. Assim sendo, 

algumas espécies anteriormente já estudadas sofreram modificações na sua 

nomenclatura, ou seja, em  Falcão (1988) T. elongatus = T. auritus;  T. flavus = T. 

angulatus, em Sanches & Jorge (1999) T. paranensis =  T. nematurus; em Artoni 

et al., (2001) e Artoni & Bertollo (2002) T. cf. elongatus = T. cf. auritus; T. 

paranensis = T. nematurus;  No presente estudo, passaremos então a adotar a 

nova nomenclatura utilizada para essas espécies.  

 

1.2. Cromossomos sexuais em peixes neotropicais  

Dentre os peixes neotropicais, diferentes sistemas de cromossomos 

sexuais já foram descritos. Embora a maioria das espécies não apresente 

cromossomos sexuais morfologicamente diferenciados, sistemas de 

cromossomos sexuais simples e múltiplos já foram identificados em diferentes 

grupos de peixes (Devlin & Nagahama, 2002), correspondendo aos tipos ZZ/Z0, 

XX/X0, ZZ/ZW, XX/XY, X1X1X2X2/X1X2Y, XX/XY1Y2, ZZ/ZW1W2, 

Z1Z1Z2Z2/Z1Z2W1W2, muitos deles encontrados entre os peixes Neotropicais 

(Moreira-Filho et al, 1993; Almeida-Toledo, 1998; Centofante et al., 2002; Alves et 

al. 2006; Oliveira, 2006). 
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 A heterogametia feminina, principalmente em relação ao sistema ZZ/ZW, 

tem sido mais freqüente, correspondendo a mais de 50% das ocorrências de 

cromossomos sexuais. Neste caso, enquadram-se algumas espécies dos gêneros 

Leporinus, Parodon, Characidium, Thorococarax, Potamorhina, Semaprochilodus, 

Cheirodon, Odontostilbe, Hypostomus, Microlepdogaster, Loricariichthys, 

Opsodoras, Eigenmannia, Gambusia, (Centofante et al. 2002), de Apareiodon 

(Vicari, et al., 2006; Rosa et al., 2006), além de todas as espécies estudadas de 

Triportheus (Artoni et al.,  2001;  Artoni & Bertollo, 2002). 

Contudo, a ocorrência de cromossomos sexuais heteromórficos não é 

regra geral entre os peixes. De fato, apenas cerca de 5-6% das espécies 

cariotipadas apresentam essa característica (Moreira-Filho et al., 1993), 

correspondendo ao redor de 55 casos. Entre os sistemas simples, principalmente 

no sistema ZZ/ZW, a heterocromatina está associada à diferenciação morfológica 

desses cromossomos, principalmente do cromossomo W (Galetti Jr. & Foresti,  

1986; Feldberg et al., 1987; Bertollo & Cavallaro, 1992; Moreira-Filho et al., 1993; 

Andreata et al., 1993; Artoni et al., 2001; Artoni & Bertollo, 2002; Centofante et al., 

2002). Entretanto, entre os sistemas múltiplos, os rearranjos estruturais estão 

associados com a diferenciação desses sistemas, principalmente as 

translocações e fusões (Moreira-Filho et al., 1993; Almeida-Toledo et al., 1988; 

Bertollo et al., 1997; Bertollo & Mestriner, 1998). 

Pelo menos em alguns casos, onde um estudo do comportamento 

meiótico dos cromossomos sexuais foi realizado, pôde-se constatar uma meiose 

regular, com a segregação dos cromossomos sexuais conforme o esperado para 

um sistema fixado e equilibrado nas populações, levando à uma produção de 

gametas balanceados (Bertollo &  Mestriner., 1998).  
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Por sua vez, é também interessante ressaltar que a coexistência de 

diferentes sistemas de cromossomos sexuais não é um atributo do grupo dos 

peixes como um todo, mas pode ser também verificada entre espécies de uma 

mesma família assim como de um mesmo gênero, evidenciando uma evolução 

independente desses sistemas (Moreira-Filho et al., 1993; Jesus & Moreira-Filho, 

2000; Almeida-Toledo & Foresti, 2001; Centofante et al., 2002). 

 

1.3.  O sistema ZZ/ZW 

O sistema ZZ/ZW já foi constatado em várias espécies de peixes 

pertencentes aos gêneros Leporinus (Galetti & Foresti, 1986; Galetti Jr. et al., 

1995; Molina et al., 1998; Venere, 1998), Microlepidogaster (Andreata et al., 1993; 

1999), Parodon (Moreira-Filho et al., 1993; Vicente et al., 2003; Centofante et al., 

2002), Triportheus (Falcão, 1988; Bertollo & Cavallaro, 1992, Artoni et al., 2001 e 

Artoni & Bertollo, 2002), Characidium (Maistro et al., 1998; Centofante et al. 2001; 

2003), Semaprochilodus taeniurus (Feldberg et al., 1987), Eigenmannia virescens 

(Foresti, 1987), Loricariichthys platymetopon (Scavone & Júlio Jr., 1995), 

Opsodoras sp. (Venere, 1998), Hypostomus sp. (Artoni et al., 1998), Apareiodon 

(Vicari et al., Rosa et al., 2006). Uma descricão mais detalhada pode ser 

encontrada em Centofante et al. (2002). 

Em vários casos, como em Leporinus, Parodon, Semaprochilodus e 

Microlepdogaster, o acúmulo de heterocromatina constitutiva propiciou um 

aumento diferencial do cromossomo W ao longo do processo evolutivo, levando à 

sua diferenciação morfológica em relação ao cromossomo Z. De fato, nessas 

espécies, o cromossomo W é o maior do complemento cariotípico, sendo 

facilmente identificado, com o braço longo quase totalmente heterocromático.  
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Em Leporinus, segmentos distintos de heterocromatina, caracterizados por 

fluorocromos base específicos, podem ser observados nos cromossomos sexuais 

(Molina et al., 1998). Os dados obtidos, a partir de diferentes metodologias de 

análise, corroboram a proposição de que houve uma origem comum para o 

sistema de cromossomos sexuais entre diferentes espécies do gênero (Galetti Jr. 

& Foresti, 1986; Galetti Jr., Lima & Venere, 1995). 

 

1.4. O sistema ZZ/ZW e as regiões organizadoras de nucléolos em 

Triportheus 

O gênero Triportheus começou a ser citogeneticamente estudado por  

Falcão (1988), com a análise das espécies  T. albus, T. culter, T. auritus, T. 

angulatus e T. cf. signatus, seguindo-se os estudos com T. guentheri, T. cf. 

auritus e distintas populações de T. nematurus (Bertollo & Cavallaro, 1992; 

Sánchez & Jorge, 1999; Artoni et al., 2001; Artoni & Bertollo, 2002) e T. 

venezuelensis (Nirchio et al., 2007). A Figura 1 mostra a distribuição das espécies 

de Triportheus já estudadas.  

Esses estudos demonstraram algumas características inerentes ao 

gênero Triportheus. Assim, todas essas espécies compartilham o mesmo número 

diplóide,  sendo mantido o valor 2n=52 cromossomos. O cariótipo se mantém 

conservado, com uma macroestrutura cariotípica bastante similar entre as 

diferentes espécies, além de um sistema de cromossomos sexuais ZZ/ZW que é 

mais uma característica do grupo como um todo.  

O cromossomo Z também é conservado em todas as espécies, 

correspondendo ao cromossomo metacêntrico de maior tamanho do cariótipo (par 

1), evidenciando segmentos heterocromáticos presentes em ambas regiões 
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teloméricas, assim como na região centromérica. Por outro lado, o cromossomo 

W apresenta diferenças marcantes entre as espécies de Triportheus, tanto na 

morfologia como no tamanho, mas é sempre menor que o cromossomo Z. 

Apresenta-se quase totalmente heterocromático, com distintos padrões de 

distribuição da heterocromatina. É evidente que a heterocromatina encontra-se 

claramente envolvida na diferenciação do sistema ZW de Triportheus, 

particularmente na sua localização e distribuição no cromossomo W, o qual sofreu 

uma redução diferenciada de tamanho conforme as diferentes espécies. 

Ao que tudo indica, o sistema ZZ/ZW de Triportheus deve ser uma 

característica basal na sua filogenia, correspondendo à uma sinapomorfia para o 

grupo (Artoni et al,. 2001; Artoni & Bertollo 2002). Essa condição também parece 

ser única entre os peixes, uma vez que em outros grupos apenas algumas 

espécies são portadoras de um sistema cromossômico diferenciado entre os 

sexos, podendo ser encontradas ao lado de espécies congenéricas com 

cariótipos homomóficos.  

A ocorrência de duas regiões organizadoras de nucléolos (RONs) 

corresponde à condição mais comumente encontrada entre as espécies de 

Triportheus. As Ag-RONs geralmente estão localizadas no braço curto de um 

único par de cromossomos, tanto em machos quanto em fêmeas (Falcão, 1988, 

Sánchez & Jorge, 1999). Em T. nematurus, T. cf. auritus e T. guentheri a  

presença de um sítio de  Ag-RONs na extremidade distal do braço longo do 

cromossomo W foi também evidenciada (Artoni & Bertollo, 2002).  

Os resultados obtidos com sonda de rDNA 18S confirmaram a presença 

destes sítios no cromossomo W de T. nematurus, T. cf. auritus e T. guentheri,  

mesmo nos casos onde os sítios Ag-RONs mostraram-se inativos,  sugerindo que 
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esses sítios podem estar também presentes nas demais espécies do gênero 

(Artoni & Bertollo, 2002).  
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Figura 1. Hidrografia da América do Sul, mostrando a distribuição de espécies de 
Triportheus já estudadas. (A) bacia do São Francisco; (B) bacia do Paraná-
Paraguai; (C) bacia Amazônica; (1) T. guentheri (rio São Francisco); (2) T. 
nematurus (rio Cuiabá); (3) T. nematurus (rio Paraguai); (4) T. nematurus (rio 
Paraná); (5) T. cf. signatus (Estação de Aqüicultura de Promissão-SP); (6) T. cf. 
auritus (rio Araguaia); (7) T. auritus; T. angulatus, T. culter e T. albus (rios Negro e 
Solimões) (de ARTONI et al., 2001).  



 27

 
 

 

 

 

 

Figura 2. Idiograma mostrando o cromossomo Z e as distintas formas de 

cromossomo W de Triportheus, e sua diferenciação a partir de um provável 

par homomórfico ancestral. As áreas escuras correspondem à localização da 

heterocromatina constitutiva nos cromossomos. WA: T. auritus; WB: T. cf. 

auritu; WC: T. nematurus - rio Paraguai; WD: T. nematurus - rio Cuiabá; WE: 
T. nematurus - rio Paraná; WF: T. cf. signatus; WG: T. guentheri; WH: T. 

angulatus,  WI: T. albus. (ARTONI et al., 2001). 
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1.5. Citogenética  clássica e molecular 
 

Até a década de setenta os estudos citogenéticos em peixes eram mais 

limitados quanto às informações mais precisas do genoma desse grupo. A 

citogenética clássica era a mais difundida, empregando a coloração convencional 

com Giemsa, o bandamento C e a localização das RONs pelo nitrato de Prata 

(Ag-RONs). Na década seguinte, com o advento da citogenética molecular, 

começaram a surgir informações mais detalhadas, principalmente com o advento 

da técnica de hibridação “in situ” fluorescente (FISH). Assim, a utilização das 

sondas de rRNA 45S, rDNA 5S, bem como de DNAs repetitivos distintos, se 

tornou uma importante ferramenta para o estudo da composição do material 

genético e a estrutura dos cromossomos dos peixes. 

 A associação da citogenética clássica e molecular possibilitou um grande 

desenvolvimento da citogenética de peixes nos últimos 20 anos, principalmente 

no Brasil, fornecendo informações valiosas sobre a estrutura e evolução do 

cariótipo, cromossomos sexuais, cromossomos B, polimorfismos cromossômicos, 

heterocromatina e regiões organizadoras de nucléolos.  

A citogenética molecular é baseada principalmente na técnica de FISH, 

onde uma sonda de DNA marcada é hibridada sobre alvos citológicos 

(cromossomos metafásicos, núcleos interfásicos, fibras de cromatina extendidas, 

etc). Mais recentemente, novas metodologias de FISH possibilitam utilizar 

diversas sondas marcadas com diferentes fluorocromos, muitas delas já 

empregadas em diferentes grupos biológicos, como a M-FISH (multiplex-FISH) 

(Pietzarca, 2005), SKY (Spectral Karyotyping) e COBRA (Combined Binary Ratio 

Labelling) (Speicher & Carter, 2005). Em todos estes casos, as diferentes sondas 
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podem ser bibridadas simultaneamente no genoma do organismo em estudo, 

caracterizando com uma maior precisão eventos de alteração ou evolução do 

cariótipo. Especificamente no caso dos peixes, essas técnicas não têm sido ainda 

utilizadas. 

Outro passo importante no estudo dos cromossomos foi obtido a partir do 

processo de microdissecção. A obtenção de sondas cromossômicas por 

microdissecção, seja de regiões específicas ou de um cromossomo inteiro (WCP: 

Whole Chromosome Painting), foi possível graças ao desenvolvimento de primers 

universais que permitem a amplificação de grandes regiões de DNA através de 

DOP-PCR (DNA Degenerate Oligonucleotide-Primed). Na síntese de sondas para 

WCP é feita, em um primeiro passo, uma amplificação inespecífica utilizando-se 

primers degenerados. Em um segundo passo tem-se uma amplificação específica 

e, finalmente, o DNA é marcado para funcionar como uma sonda de FISH.  

Assim, a utilização desta metodologia na citogenética de peixes é bastante 

promissora, pois possibilita um conhecimento mais refinado da estrutura 

molecular dos cromossomos, podendo ser também aplicada em estudos 

citogenéticos evolutivos e no melhor entendimento das relações existentes entre 

espécies e populações.  

 

1.6. Justificativa e objetivos 

Conforme destacado nos itens anteriores, as espécies do gênero 

Triportheus apresentam cromossomos sexuais do tipo ZZ/ZW, o sistema 

cromossômico de diferenciação sexual mais comum entre os peixes Neotropicais. 

Porém, diferentemente do que se verifica com esse sistema na maioria dos outros 

grupos de peixes, o cromossomo W, embora heterocromático, apresenta um 
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tamanho reduzido em relação ao cromossomo Z, além de estar presente em 

todas as espécies de Triportheus já estudadas, provavelmente constituindo uma 

sinapomorfia para o grupo. Essa característica tem despertado o interesse sobre 

a origem e evolução desse sistema pouco usual, bem como sobre as possíveis 

inferências filogenéticas relacionadas ao processo de diferenciação sexual no 

gênero em comparação a outros Characidae. Porém, os resultados até então 

disponíveis ainda são insuficientes para a elaboração de dados mais conclusivos, 

necessitando da utilização de um maior número de ferramentas citogenéticas e 

moleculares, a fim de se obter um melhor conhecimento da estrutura 

organizacional desses cromossomos. Além disso, o gênero também apresenta 

espécies ainda não avaliadas citogeneticamente. Dessa forma, o presente estudo 

teve como objetivos: 

a) Caracterizar o cariótipo de novas espécies/populações de Triportheus, com 

ênfase no sistema de cromossomos sexuais ZZ/ZW, pela análise da 

heterocromatina constitutiva, Ag-RONs, coloração por fluorocromos base 

específicos e  FISH com sondas de rDNA 18S e 5S. Pretendeu-se ampliar os 

dados cromossômicos disponíveis para Triportheus, subsidiando a proposta 

sobre a universalidade do sistema ZW no grupo e a diferenciação estrutural do 

cromossomo W entre as espécies. 

b) Localizar os sítios de rDNA 18S e rDNA 5S nos cromossomos de diferentes 

espécies/populações de Triportheus. Pretendeu-se complementar os estudos 

anteriores, com a obtenção de novos dados sobre a distribuição dos genes 

ribossomais nesse grupo, assim como sua presença nos cromossomos 

sexuais Z e W. 
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c) Realizar a microdissecção do cromossomo Z de Triportheus e a amplificação 

do seu material genético por DOP-PCR, com a obtenção de sonda específica 

para pintura de cromossomos inteiros (WCP) no genoma de diferentes 

espécies desse gênero. Pretendeu-se verificar o grau de homologia entre o 

cromossomo Z, assim como entre o cromossomo Z e o cromossomo W das 

diferentes espécies de Triportheus, obtendo subsídeos sobre a ancestralidade 

do sistema ZZ/ZW no grupo.   

d) Investigar a possível homologia do cromossomo Z de Triportheus com 

cromossomos de espécies de outros gêneros de Characidae relativamente 

próximas do ponto de vista filogenético. Pretendeu-se, assim, buscar novas 

inferências sobre a diferenciação do sistema ZZ/ZW no grupo. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1.  Material e locais de Coleta 

Neste trabalho foram analisadas oito espécies/populações de peixes do 

gênero Triportheus (Fig. 3), provenientes de diferentes bacias hidrográficas do 

Brasil e da Argentina (Fig. 4): 

a) T. guentheri (rio São Francisco - MG) 

b) T. trifurcatus (rio Araguaia - MT) 

c) T. nematurus (rio Piracicaba - SP) 

d) T. auritus (rio Negro - AM) 

e) T. angulatus (rio Negro - AM) 

f) T. albus  (rio Negro - AM) 

e) T. cf. signatus (rio Piranha-Açu, açude Itans - RN) 

g) T. nematurus (baixo rio Paraná, Corrientes - AR) 

Com exceção de T. nematurus, do rio Piracicaba (SP) e T. trifurcatus, do 

rio Araguaia (MT), as demais espécies já haviam sido submetidas a estudos 

citogenéticos anteriores (Falcão, 1988; Bertollo & Cavallaro, 1992; Sánchez & 

Jorge, 1999; Artoni et al., 2001; Artoni & Bertollo, 2002). Os exemplares de T. 

nematurus, por serem provenientes de uma localidade ainda não registrada para 

essa espécie, foram submetidos à identificação taxonômica pela Dra. Maria 

Claudia Malabarba, do Museu de Ciências e Tecnologia da Pontifícia 

Universidade Católica do Rio Grande do Sul (PUCRS - Porto Alegre, RS) - onde 

foram depositados sob os números MCP 40735 e MCP 40765. 
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Figura 3. Continuação 
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3.2. Preparação de cromossomos mitóticos 

Para a obtenção de cromossomos mitóticos, foi empregada a técnica de 

tratamento “in vitro”, descrita por Foresti et al., (1993) para o estudo de peixes, 

com algumas modificações. Fragmentos do rim anterior foram colocados em 10 

ml de meio de cultura RPMI e dissociados com pinças de ponta fina e uma 

seringa, desprovida de agulha. A suspensão celular obtida foi transferida para um 

tubo de centrífuga, utilizando-se uma pipeta Pasteur, adicionando-se 1-2 gotas de 

solução de colchicina 0,025%, misturando-as bem com o material. Seguiu-se uma 

incubação à temperatura ambiente por 30 minutos e uma centrifugação do 

material durante 10 minutos, a 900 rpm, descartando-se o sobrenadante. 

Adicionou-se 10ml de solução hipotônica (KCl 0,075M), re-suspendendo bem o 

material transferido-o para estufa a 37ºC, por mais 28 minutos. Após essa 

hipotonização, as células passaram pelo processo de fixação, que consiste em 

três centrifugações de 10 minutos, sempre eliminando o sobrenadante, utilizando-

se uma solução de metanol e ácido acético, na proporção de 3:1. Após a última 

centrifugação e eliminação do sobrenadante, adicionou-se cerca de 1ml de fixador 

no sedimento celular e homogenizou-se o mesmo. O material foi então 

acondicionado em um frasco tipo “Ependorff” e estocado em freezer. Em Algumas 

gotas deste material foram posteriormente pingadas sobre uma lâmina bem limpa, 

previamente aquecida em água a 55ºC. Os cromossomos foram corados com 

Giemsa 5%, em tampão fosfato pH 6,8 durante 8-10 minutos, com lavagem 

posterior em água corrente. Após a secagem, a lâmina foi analisada em 

microscópio óptico.   
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3.3 Detecção da heterocromatina constitutiva  

A heterocromatina constitutiva foi evidenciada pelo bandamento C  

(Sumner, 1972), com algumas adaptações. As lâminas foram tratadas com uma 

solução de HCl 0,2 N, à temperatura ambiente, durante 13 minutos e, a seguir,  

submergidas numa solução de hidróxido de bário 5%,  à temperatura ambiente, 

por 1 minuto e 10 segundos. Logo após, as lâminas foram lavadas em solução de 

HCl 0,2 N e incubadas numa solução salina 2xSSC, aquecida a 60º C, por 30 

minutos. Os cromossomos foram corados com uma solução do corante  Giemsa 

5%, em  tampão fosfato pH 6,8 durante 8 minutos. Após cada um dos passos 

acima, as lâminas foram lavadas com água destilada e secadas ao ar. 

 

3.4. Detecção das regiões organizadoras de nucléolo (RONs) 
Para a detecção das RONs utilizou-se o procedimento descrito por Howell 

& Black (1980),  empregando o nitrato de prata  (Ag-RONs). As lâminas foram 

tratadas com uma mistura contendo 2 partes de uma solução aquosa de gelatina 

2% (acrescida de ácido fórmico 1% na proporção de 1ml para cada 100ml de 

solução) e  4 partes de uma solução de nitrato de prata 50%. O material foi 

recoberto com uma lamínula e incubado em estufa a 600C, por aproximadamente 

5 minutos. A lamínula foi então retirada com um jato de água destilada e os 

cromossomos rapidamente corados com Giemsa 5% em tampão fosfato (pH 6,8), 

por 30 segundos, seguindo-se uma lavagem em água corrente. 

 

3.5. Dupla coloração com os fluorocromos Cromomicina A3 e DAPI, com 

cromossomos desnaturados  



 38

Utilizou-se a metodologia descrita por Christian et al . (1998). O material 

cromossômico foi pingado nas lâminas e estas colocadas em formamida 70%, em 

2xSSC a 70ºC, por 2 minutos. Em seguida, as lâminas passaram por  dois banhos 

de 2xSSC,  à temperatura ambiente, por 2 minutos em cada banho. As lâminas 

foram então transferidas para uma bateria de álcool 70%, 85% e 100%, 2 minutos 

em cada banho. Após secagem, adicionou-se 80 µL de Cromomicina em cada 

lâmina, permanecendo 30 minutos em câmara escura na geladeira. Após este 

período, as lâminas foram banhadas três vezes em PBS 1X, dois minuto em cada 

banhoe e imediatamente (antes de secar) montadas com 80 µL de solução de 

DAPI/Antifading (0,2 µg/ml), retirando o excesso com papel de filtro. Após alguns 

minutos, o material já pode ser analisado. 

 

3.6. Localização cromossômica de seqüências de DNA por hibridação in situ 

fluorescente (FISH) 

A hibridação in situ fluorescente (FISH) foi realizada de acordo com a 

metodologia descrita por Pinkel et al. (1986), com ligeiras modificações. Para a 

realização desta técnica, foram utilizadas 3 tipos de sondas: 

a) sonda de rDNA 18S, obtida do peixe Prochilodus argenteus por PCR 

(Hatanaka & Galetti Jr., 2004), com a utilização dos primers NS1 (5’- 

GTAGTCATATGCTTGTCTC-3’) e NS8 (5’- TCCGCAGGTTCACCTACGGA-3’), 

conforme White et al. (1990).  

b) sonda do plasmídio recombinante p-BSIIKS, contendo o gene para o rRNA 5S 

obtido de Leporinus elongatus (Martins & Galetti Jr., 1999, Martins & Galetti Jr., 

2000).  
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c) sonda obtida por microdissecção do cromossomo sexual Z da espécie 

Triportheus nematurus (rio Piracicaba, SP), conforme metologia detalhada no item 

3.7. 

Foram utilizados dois métodos principais para a marcação das sondas: a 

direta e a indireta, ambas por “Nick Translation” (BioNick Labeling System – 

Invitrogen) de acordo com as instruções do fabricante. No caso da marcação 

indireta, empregou-se a adenina biotinilada (14 dATP–biotin - Invitrogen), com 

posterior detecção pela avidina-FITC (Fluoresceina Isotil Cianato-avidina 

conjugada - Sigma). Na marcação direta, utilizou-se ChromaTide Alexa Flúor 546 

– 14 dUTP - Molecular Probes. A solução de hibridação consistiu de 200 µl 

Formamida (50% de Formamida), 80 µl Sulfato de Dextrano 50% (concentração 

final de 10%), 40 µl de 20xSSC (concentração final 2xSSC), 80 µl de H2O q.s.p., 

perfazendo um volume total de 400 µl, aos quais foram adicionados 1,5 µg de 

sonda (DNA marcado com biotina), no caso da hibridação simples, ou 1 µg de 

sonda 1 (DNA marcado com biotina) + 1 µg de sonda 2 (DNA marcado com 

ChromaTide Alexa Flúor 546), quando utilizada a hibridação simultânea com duas 

sondas (Double FISH). Em seguida, a solução de hibridação foi transferida para 

um banho fervente, durante 10 minutos, para desnaturação do DNA e, 

imediatamente após, para um recipiente com gelo, impedindo a renaturação por 

choque térmico. A lâmina, contendo as preparações cromossômicas, foi lavada 

com tampão PBS 1x (NaCl 0,137 M, KCl 2,8 mM, Na2HPO4 1,46 mM) por 5 

minutos, à temperatura ambiente, sob agitação e posteriormente desidratada em 

série alcoólica (70%, 85% e 100%). Em seguida, foi tratada com solução de 

RNAse, 100µ/ml por 1 hora e 30 minutos, em câmara úmida a 370C e lavada duas 



 40

vezes em solução de 2XSSC por 10 minutos e com tampão PBS 1X, durante 5 

minutos, sob agitação. Seguiu-se um tratamento com solução de pepsina 0,05% 

em HCl 10 mM a 370C, por 10 minutos, lavagem em PBS 1X, por 5 minutos, sob 

agitação e posterior fixação em formaldeído 1% com MgCl2 50 mM, por 10 

minutos. O material foi novamente lavado em PBS 1X, por 5 minutos, sob 

agitação e, em seguida, desidratado em uma série alcoólica (70%, 85% e 100%), 

5 minutos em cada banho, e tratado com formamida 70%/2xSSC, a 700C, por 5 

minutos, para desnaturação dos cromossomos. Seguiu-se uma nova desidratação 

em série alcoólica (70%, 85% e 100%), 5 minutos em cada banho, a 200C. Foram 

aplicados sobre a lâmina, 50µl da solução de hibridação contendo a sonda 

desnaturada, permanecendo “overnight” a 370C, em câmara úmida. Em seguida, 

a lâmina foi lavada com solução de formamida 50%/2xSSC a 420C, por 10 

minutos, três vezes com 0,1xSSC a 600C, 5 minutos em cada lavagem e com 

solução “Tween” 20 (0,05%/2xSSC), sob agitação, por 5 minutos. Seguiu-se um 

tratamento com 90µl de NFDM 5% (“nom fat dry milk) em 4xSSC, por 15 minutos, 

em temperatura ambiente. Para detecção da sonda, foram colocados sobre cada 

lâmina, 70µl de FITC (Fluoresceína Isotil Cianato-avidina conjugada) a 0,25 µg/µl, 

por 30 minutos., em câmara úmida, com três lavagens sucessivas com “Tween” 

20, durante 5 minutos em cada lavagem. O sinal de hibridação foi amplificado 

com cerca de 70 µl de anti-avidina biotina-conjugada, por 30 minutos, com três 

lavagens adicionais com “Tween” 20, durante 5 minutos em cada lavagem. Este 

ciclo e o tratamento com FITC foi repetido mais uma vez. Finalmente, a lâmina foi 

desidratada em série alcoólica (70%, 85% e 100%), durante 5 minutos em cada 

banho. Os sinais de hibridação foram detectados com avidina-FITC ou 

ChromaTide Alexa Flúor 546 – 14 dUTP e os cromossomos contra-corados com  
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iodeto de propídio (50 µg/ ml) ou DAPI (0,2 µg/ml), respectivamente, em antifading 

(1,4-Phenylendiamin-dihydrochlorid - Fluka 78460) sendo as  lâminas montadas 

com 25 µl desta solução. 

 
3.7. Obtenção de sonda cromossômica por microdissecção 

a) Preparação das agulhas. Foram utilizados capilares de borosilicato com 

aproximadamente 1 milímetro de diâmetro. Os capilares foram colocados em 

“pulley” (Narishige PC-10) e aquecidos, formando a ponta da agulha a ser 

utilizada. Após a preparação, as agulhas foram colocadas em um local protegido 

para evitar contaminação.  

b) Preparação do material (Mühlmann et al, 1995). As preparações 

cromossômicas devem ser boa qualidade, com pouco contato com ácido acético, 

sendo preferencialmente mantidas em metanol a -80ºC. A suspensão celular deve 

ser pingada em uma lamínula bem limpa e as metáfases devem ficar bem 

espalhadas para evitar a microdissecção de fragmentos de outros cromossomos 

diferentes daquele desejado. O material pode ser corado com Giemsa 5%, por 8 

minutos, para se identificar o cromossomo de interesse. Neste caso, o 

cromossomo utilizado para microdissecção foi o cromossomo Z de Triportheus 

nematurus (rio Piracicaba) de fácil identificação, por ser um cromossomo 

metacêntrico grande, o de maior tamanho do complemento cariotípico. Após a 

microdissecção, foram feitos 3 PCRs (Polimerase Chain Reaction). Na primeira 

PCR, foi feita uma amplificação inespecífica do cromossomo inteiro, através de 

DOP-PCR (Degenerate Oligonucleotide Primed-PCR), utilizando-se o primers 

DOP (5’ CCG ACT CGA GNN NNN NAT GTG G 3’), segundo Telenius et al. 

(1992). Seguiu-se uma PCR convencional, para obtenção de um estoque da 
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primeira PCR. Na terceira PCR, também convencional, ocorreu a marcação dos 

produtos obtidos por microdissecção.  

Para a primeira PCR, preparou-se um tubo de 0,5 ml com uma reação de 

DOP-PCR, que consiste de 15,5 µl de água destilada esterilizada, 2 µl. de 10X 

Termosequenase reaction buffer, 4µl de dNTP (2,5 mM cada) e 2 µl de 2 �M 

primer DOP. Aproximadamente 15-20 cromossomos foram microdissectados, a 

ponta das agulhas foram quebradas dentro do tubo contendo o mix da PCR. O 

tubo com a reação foi aquecido a 90ºC por 10 min. Essa solução foi centrifugada 

brevemente e em seguida, adicionou-se 2,5 µl de 4U/µl Termosequenase 

(Thermo Sequenase Cycle Sequencing Kit - USB). As reações de PCR foram 

realizadas em um Termociclador MasterCycler Gradient, da Eppendorf. Os 

produtos da PCR foram aplicados em um gel de agarose 1%, corados com 

brometo de etídio e visualizados em um transluminador de luz ultravioleta, 

verificando o tamanho dos fragmentos amplificados, que devem apresentar um 

tamanho entre 300 e 600 pb, após cada PCR. Foram seguidas as seguintes 

condições:  
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94ºC.......3’ 

94ºC.......1’30’’ 

37ºC.......2’ 

37ºC.......1’’  subindo 0,2ºC/s até 72ºC 

72ºC........1’30’’ 

 

94ºC.......1’30’’ 

62ºC.......1’ 

72ºC.......1’30’’ 

Hold 4ºC 

 

Na segunda PCR, a reação constituiu-se de 33,5 µl de água destilada 

esterilizada, 5 µl de 10X PCR reaction buffer, 4µl de MgCl2, 2 µl de dNTP (2,5 mM 

cada), 3 µl de DOP primer (100 µM) e 0,5 de Taq polymerase. Adicionou-se 2 µl 

do produto da primeira PCR, tendo como um volume final 50µl.  

Na terceira PCR utilizou-se 32,5 µl de água destilada esterilizada, 5 µl de 

10X PCR reaction buffer, 4µl de MgCl2, 2 µl de dNTP (2,5 mM cada), 1µl de dNTP 

marcado, 3 µl de DOP primer (100 µM) e 0,5 µl de 5U/µl Taq polymerase. 

Adicionou-se 2µl do produto da 2ª PCR, totalizando um volume final de 50µl. A 

segunda e a terceira PCRs seguiram as seguintes condições: 

   

90ºC.......3’ 

90ºC.......1’30’’ 

56ºC....... 1’30’’ 

72ºC........1’30’’ 

Hold 4ºC 

 

 

12 ciclos 

30 ciclos 

30 ciclos 



 44

 



 45

 



 46

3.8.  Análises cariotípicas 

As preparações cromossômicas convencionais, com bandamento C e Ag-

RONs foram analisadas em microscópio óptico Olympus CBA. As preparações de 

FISH e de fluorocromos base específicos foram analisadas em fotomicroscópio de 

epifluorescência Olympus BX50. Em ambos os casos, as imagens foram 

capturadas utilizando-se o software CoolSNAP-Pro, Image Pro Plus, 4,1 (Media 

Cybernetics). A revelação digital das imagens foi feita em papel de qualidade 

fotográfica. 

Os cromossomos foram classificados morfologicamente de acordo com 

Levan et al. (1964) e organizados no cariótipo em ordem decrescente de 

tamanho, conforme critério anteriormente adotado para outras espécies do gênero 

Triportheus. Para um melhor ajuste no pareamento dos cromossomos foi utilizado 

o programa Easy Idio (Diniz e Xavier, 2006).  
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 Os resultados e discussão dos dados obtidos nesta tese encontram-se 

organizados em três capítulos, referentes a trabalhos científicos. O primeiro 

capítulo já foi submetido para publicação na revista Genetica (Holanda) e os 

demais serão submetidos posteriormente à defesa desta tese. As referências 

bibliográficas de cada capítulo encontram-se incluídas no final da tese, para 

otimizar a apresentação da mesma. 
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Capítulo I. Cariótipo, mapeamento físico dos genes ribossomais 18S e 5S e 

caracterização do sistema de cromossomos sexuais ZZ/ZW em Triportheus 

nematurus (Characiformes, Characidae) 

 

 

Karyotype, physical mapping of 18S and 5S ribosomal genes and characterization 

of a ZZ/ZW sex chromosome system in Triportheus nematurus (Characiformes, 

Characidae). Genetica (submited) 
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RESUMO. Foram estudados os cromossomos de Triportheus nematurus, uma 

espécie de peixe da família Characidae, analisando-se o cariótipo convencional, a 

localização da heterocromatina constitutiva, das Ag-RONs e dos sítios CG- e AT-

ricos nos cromossomos, assim como o mapeamento físico dos sitos de rDNA 18S 

e de rDNA 5S. O número diplóide encontrado foi de 2n=52 cromossomos, tanto 

em machos como em fêmeas. Entretanto, as fêmeas apresentaram um par de 

cromossomos heteromórficos bem diferenciados, caracterizando um sistema de 

cromossomos sexuais do tipo ZZ/ZW. O cromossomo Z é o maior do 

complemento, com a ocorrência de heterocromatina constitutiva nas regiões 

pericentromérica e teloméricas. O cromossomo W é em grande parte 

heterocromático, evidenciando heterocromatina heterogênea, composta por 

regiões GC-ricas e AT-ricas. As Ag-RONs, também ricas em CG, são delimitadas 

por regiões heterocromáticas, encontrando-se localizadas na constrição 

secundária presente no  braço curto do segundo par de cromossomos do 

cariótipo, em concordância com os sítios de rDNA 18S, detectados pela 

hibridação fluorescente in situ. O rDNA 5S mostra uma localização sintênica e 

adjacente ao rDNA 18S, caracterizando uma situação pouco freqüente entre os 

peixes. Os resultados obtidos em T. nematurus reforçam a condição basal do 

sistema ZZ/ZW na filogenia do gênero Triportheus,  provavelmente pré-datando a 

especiação do grupo. 

Palavras chave: Triportheus, cariótipo, cromossomos sexuais, heterocromatina, 

sintenia de genes ribossomais. 
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INTRODUÇÃO 

A família Characidae é uma das maiores e mais complexas entre os 

peixes Neotropicais da ordem Characiformes (Nelson, 1994), incluindo diversos 

gêneros ainda não bem caracterizados quanto às suas relações filogenéticas. 

Lima et al. (2003) consideram vários gêneros incertae sedis em Characidae, 

dentre os quais se encontra o gênero Triportheus. Considera-se um total de 

dezesseis espécies válidas para este gênero, a maioria delas presente nas bacias 

hidrográficas da América do Sul (Malabarba, 2004).  

O gênero Triportheus começou a ser citogeneticamente analisado por 

Falcão (1988), com as espécies T. albus, T. culter, T. auritus, T. angulatus e T. cf. 

signatus, seguindo-se os estudos com T. guentheri, T. cf. auritus, distintas 

populações de T. nematurus (Bertollo & Cavallaro, 1992; Sánchez & Jorge, 1999; 

Artoni et al., 2001; Artoni & Bertollo, 2002) e T. venezuelensis (Nirchio et al., 

2007). Todas essas espécies caracterizam-se por compartilhar o mesmo número 

diplóide, 2n=52 cromossomos, assim como um sistema de cromossomos sexuais 

do tipo ZZ/ZW, o que levou à proposta de que este sistema deve corresponder à 

uma sinapomorfia nesse gênero, representando uma característica particular 

desse grupo de Characidae (Artoni & Bertollo, 2002). Apesar da macroestrutura 

cariotípica bastante similar, o cromossomo W apresenta diferenças marcantes 

entre as espécies de Triportheus, tanto na morfologia como no tamanho, mas é 

sempre menor que o cromossomo Z (Artoni et al., 2001).  

Embora a maioria das espécies não apresente cromossomos sexuais 

morfologicamente diferenciados, sistemas de cromossomos sexuais simples e 

múltiplos já foram identificados em diferentes grupos de peixes (Devlin & 

Nagahama, 2002), correspondendo aos tipos ZZ/Z0, XX/X0, ZZ/ZW, XX/XY, 
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X1X1X2X2/X1X2Y, XX/XY1Y2, ZZ/ZW1W2, Z1Z1Z2Z2/Z1Z2W1W2, muitos deles 

encontrados entre os peixes Neotropicais (Moreira-Filho et al., 1993; Almeida-

Toledo, 1998; Centofante et al., 2002; Alves et al., 2006; Oliveira, 2006). A 

heterogametia feminina, principalmente em relação ao sistema ZZ/ZW, tem sido 

mais freqüente, correspondendo a mais de 50% das ocorrências de cromossomos 

sexuais. Neste caso, enquadram-se algumas espécies dos gêneros Leporinus, 

Parodon, Characidium, Thorococarax, Potamorhina, Semaprochilodus, Cheirodon, 

Odontostilbe, Hypostomus, Microlepdogaster, Loricariichthys, Opsodoras, 

Eigenmannia, Gambusia, (Centofante et al., 2002), de Apareiodon (Vicari et al., 

2006; Rosa et al., 2006), além de todas as espécies estudadas de Triportheus.   

No presente estudo os cromossomos de uma população de T. nematurus, 

até então não estudada, foram analisados utilizando-se metodologias 

convencionais e de citogenética molecular para a caracterização do cariótipo e do 

sistema ZZ/ZW, buscando novos subsídios quanto à universalidade deste sistema 

neste grupo e sua origem.    

 

MATERIAIS E MÉTODOS 

Foram analisados 40 espécimes (23 machos e 17 fêmeas) de T.  

nematurus, provenientes do rio Piracicaba (bacia do alto Paraná), na região de 

Santa Maria da Serra (22037’23’’S; 48010’14’’W) São Paulo, Brasil. Os peixes 

foram identificados pela Dra. Maria Claudia Malabarba, do Museu de Ciências e 

Tecnologia da Pontifícia Universidade Católica do Rio Grande do Sul (PUCRS) - 

Porto Alegre, RS, Brasil - onde foram depositados sob os números MCP 40735 e 

MCP 40765. 
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As preparações cromossômicas foram obtidas a partir de células do rim 

anterior, empregando-se o tratamento in vitro descrito por Foresti et al. (1993). 

Cerca de trinta metáfases foram analisadas por indivíduo, para a determinação do 

número diplóide (2n). Os cromossomos foram classificados de acordo com Levan 

et al. (1964) e organizados no cariótipo em ordem decrescente de tamanho, 

conforme critério anteriormente adotado para outras espécies do gênero 

Triportheus. Para um melhor ajuste no pareamento dos cromossomos foi utilizado 

o programa Easy Idio (Diniz & Xavier, 2006). A heterocromatina constitutiva foi 

identificada segundo Sumner (1972) e as regiões organizadoras de nucléolo 

foram destacadas utilizando a coloração com o nitrato de Prata - AgRONs (Howell 

& Black, 1980).  

As regiões ricas em pares de bases GC e AT foram identificadas 

respectivamente pelos fluorocromos Cromomicina A3 e DAPI, de acordo (Christian 

et al., 1998), onde após pingar o material nas lâminas, estas foram colocadas na 

formamida 70% em 2xSSC a 70ºC por 2 minutos. Em seguida, passadas por 2 

banhos de 2xSSC  à temperatura ambiente por 2 minutos em cada. Após este 

banho, as lâminas passaram por uma bateria de álcool 70%, 85% e 100%, 2 

minutos em cada. Após a secagem das lâminas, adicionou-se 80 µL de 

cromomicina em cada uma e deixou-se por 30 minutos em câmara escura na 

geladeira. Após este período, as lâminas foram banhadas três vezes em PBS 1X, 

por dois minutos em cada banho. Antes que as lâminas secassem, as lâminas 

foram montadas com 80 µL de solução de DAPI/Antifading (0,2 µg/ml), retirando o 

excesso com papel filtro. Após alguns minutos, o material foi analisado. 

A hibridação fluorescente in situ (FISH) foi utilizada para o mapeamento 

físico dos sítios de rDNA 18S e rDNA 5S nos cromossomos. Foram empregadas 
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sondas de rDNA 18S (Hatanaka & Galetti Jr., 2004) e de rDNA 5S (Martins & 

Galetti Jr., 1999), conforme a metodologia de Pinkel et al. (1986), com algumas 

modificações. Utilizou-se o procedimento Double FISH, que permite a hibridação 

simultânea com as duas sondas empregadas. As sondas foram marcadas por 

“Nick Translation” (BioNick Labeling System – Invitrogen), de acordo com as 

instruções do fabricante. Neste caso, uma sonda recebeu uma marcação indireta, 

usando-se Adenina biotinilada (14 dATP–biotin - Invitrogen), com posterior 

detecção pela Avidina-FITC (Fluoresceina Isotil Cianato-Avidina conjugada 

490/520 ηm - Sigma) enquanto que a outra sonda recebeu uma marcação direta, 

empregando-se ChromaTide Alexa Flúor (546 – 14 dUTP 550/570 ηm). As 

análises foram realizadas em microscópio de epifluorescência Olympus BX50, 

sendo as imagens cromossômicas capturadas com a utilização do software 

CoolSNAP-pro (Media Cybernetics).  

 

RESULTADOS 

O número diplóide encontrado foi 2n=52 cromossomos, tanto para 

machos quanto para fêmeas, incluindo cromossomos metacêntricos, 

submetacêntricos e subtelocêntricos. Entretanto, enquanto que os espécimes 

machos apresentaram um cariótipo homomórfico (Fig. 1a), as fêmeas 

evidenciaram apenas um cromossomo do par no 1, o maior metacêntrico do 

cariótipo, além de  um cromossomo subtelocêntrico pequeno, exclusivo deste 

sexo (Fig. 1b), caracterizando um sistema de cromossomos sexuais do tipo 

ZZ/ZW .  

A heterocromatina constitutiva foi evidenciada nas regiões 

pericentroméricas e teloméricas de vários cromossomos do cariótipo (Fig. 2). 
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Enquanto que o cromossomo Z mantém este padrão de distribuição da 

heterocromatina, ou seja, apresenta blocos heterocromáticos pericentromérico e 

teloméricos bem evidentes, o cromossomo W mostra-se quase totalmente 

heterocromático, com apenas uma pequena porção eucromática terminal no 

braço curto (Fig. 2b). No par cromossômico no 2 destaca-se a heterocromatina 

localizada nas regiões telomérica e adjacente ao centrômero do braço curto, logo 

acima e abaixo da constrição secundária ali presente (Fig. 2).   

Ag-RONs foram localizadas no braço curto do segundo par de 

cromossomos, na região da constrição secundária, tanto nos machos como nas 

fêmeas (Fig. 3a). Eventualmente, o cromossomo W de alguns espécimes também 

se apresentou marcado pela prata, na região terminal do braço longo (Fig. 3b). As 

Ag-RONs do par no 2 responderam positivamente à coloração com o fluorocromo 

Cromomicina A3  (Fig. 3c) e negativamente ao DAPI (Fig. 3e), mostrando-se assim 

como segmentos GC-ricos. O cromossomo W apresentou uma região CMA3 

positiva na porção terminal do braço longo (Fig. 3d), assim como um segmento 

menor DAPI+ também localizado neste mesmo braço (Fig. 3f). Entretanto, 

aparentemente apenas a região CMA3 positiva parece ser coincidente com a RON 

presente nesse cromossomo. 

A hibridação in situ possibilitou detectar a sintenia dos genes ribossomais 

18S e 5S nos cromossomos do par no 2. Enquanto que o sítio de rDNA 18S está 

localizado na região da constrição secundária, coincidente portanto com a Ag-

RON, o sítio de rDNA 5S ocupa uma posição adjacente, logo abaixo do sítio 18S, 

mais próxima ao centrômero (Fig. 3g).  Por sua vez, o  cromossomo W também 

evidenciou um sítio de rDNA 18S na extremidade distal do braço longo, 

coincidindo com a Ag-RON ali localizada (Fig. 3h). 
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DISCUSSÃO 

O cariótipo de T. nematurus mostrou uma macroestrutura similar àquela 

encontrada nas demais espécies desse gênero, tanto no que se refere à 

morfologia cromossômica, como ao número diplóide 2n=52. O mesmo também é 

válido em relação ao sistema de cromossomos sexuais ZZ/ZW, visto que todas as 

espécies já estudadas (cerca de 50% das espécies reconhecidas por Malabarba, 

2004) caracterizam-se por esse sistema (Fig. 1). Na realidade, Triportheus é o 

único gênero de peixes onde um sistema de cromossomos sexuais 

heteromórficos parece ser uma característica basal na sua filogenia (Artoni et al., 

2001; Artoni & Bertollo, 2002), provavelmente pré-datando a especiação desse 

grupo. Em outros grupos de peixes, apenas algumas espécies são portadoras de 

um sistema cromossômico diferenciado entre os sexos, podendo ser encontradas 

ao lado de espécies congenéricas com cariótipos homomóficos. 

Um processo de heterocromatinização mostra-se claramente associado 

com a diferenciação do cromossomo W, na maioria dos casos ZZ/ZW entre os 

peixes (Haaf & Schmid, 1984; Phillips & Ihssen, 1985; Galetti Jr. & Foresti, 1986; 

Moreira-Filho et al., 1993; Artoni et al., 2001; Vicari et al., 2006; Rosa et al., 2006). 

Por um lado, podem ser encontradas espécies com o cromossomo W 

heterocromático e maior que o cromossomo Z, ao lado de espécies com o 

cromossomo W heterocromático e menor que o Z (detalhamento em Centofante 

et al., 2002), considerando a diferenciação deste sistema a partir de um possível 

par ancestral de homólogos. Em T. nematurus da população analisada, o 

cromossomo W, subtelocêntrico, apresenta-se também heterocromático em 

praticamente toda sua extensão, tendo apenas a porção distal do braço curto 
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eucromática (Fig. 2). Esta heterocromatina mostra-se heterogênea na 

composição, pelo menos em relação ao braço longo, onde segmentos diferenciais 

ricos em pares de bases GC e AT podem ser identificados (Fig. 3d, f). Assim 

como nas demais espécies do gênero, o cromossomo W é menor que o 

cromossomo Z, podendo ser considerado de tamanho médio, similarmente ao que 

ocorre nas outras populações de T. nematurus , T. cf. signatus, T. guentheri e T. 

venezuelensis (Tabela 1). As particularidades apresentadas pelo cromossomo W 

entre as espécies de Triportheus evidenciam que esse cromossomo passou por 

uma diferenciação distinta ao longo da evolução cariotípica do grupo. Visto que o 

gênero Triportheus pode ser encontrado em várias bacias hidrográficas da 

América do Sul, o isolamento entre bacias ou mesmo entre tributários de uma 

mesma grande bacia, pode ter favorecido a evolução diferencial do cromossomo 

W entre as diferentes espécies (Artoni et al., 2001).  Por outro lado, o 

cromossomo Z evidencia apenas heterocromatina nas regiões pericentromérica e 

teloméricas, correspondendo ao metacêntrico de maior tamanho do cariótipo, 

característica esta que é também compartilhada pelas demais espécies de 

Triportheus, exceto T. venezuelensis que apresenta parte do braço longo também 

heterocromática (Nirchio et al., 2007), mostrando-se assim conservada na maioria 

das espécies desse grupo.  

Outra particularidade de destaque do cromossomo W de T. nematurus é a 

ocorrência de um sítio de RON na extremidade distal do braço longo, o que foi 

confirmado pela hibridação “in situ” com sonda de rDNA 18S (Fig. 3h). Entretanto, 

este sítio nem sempre se mostrou geneticamente ativo (Hsu et al., 1975; Miller et 

al., 1976), visto que a Ag-RON correspondente foi esporadicamente observada 

nessa região. Um sítio de RON no cromossomo W já foi também identificado em 
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outras populações de T. nematurus, T. cf. auritus e T. guentheri (Artoni & Bertollo, 

2002), podendo assim corresponder a uma característica compartilhada pelas 

demais espécies do gênero, a exemplo do que ocorre com o sistema ZZ/ZW e as 

características do cromossomo Z. De fato, Artoni & Bertollo (2002) já 

consideraram a possibilidade da RON no cromossomo W representar uma 

condição antiga no gênero, provavelmente presente no cromossomo W ancestral 

do grupo, o que  é também corroborado pela sua ocorrência na população de T. 

nematurus aqui analisada. Entretanto, Nirchio et al. (2007) não constataram esse 

sítio de RON no cromossomo W de T. venezuelensis, mas sim na região distal do 

braço longo do cromossomo Z, o que concorda com os dados obtidos em T. 

guentheri (Bertollo & Cavallaro (1992), onde um sítio de Ag-RON foi 

esporadicamente detectado nessa mesma região, embora não confirmado por 

FISH (Artoni & Bertollo, 2002). Um reduzido número de cópias de rDNA 18S, 

tanto no cromossomo W de T. venezuelensis, como no cromossomo Z de T. 

guentheri, poderia ser uma possível explicação pela não detecção desses sítios 

por FISH. Assim como nos demais vertebrados, a localização de sítios de RONs 

em cromossomos sexuais não é freqüente entre os peixes, tendo sido observada 

em apenas algumas espécies como Fundulus diaphanus (Howell & Black, 1979), 

Oncorhynchus mykiss (Móran et al., 1996),  Salvelinus alpinus (Reed & Phillips, 

1997), Hoplias malabaricus (Born & Bertollo, 2000), além de Triportheus.  

Uma pequena variação no número de Ag-RONs pode ocorrer em 

Triportheus, devido à presença esporádica desses sítios em alguns cromossomos 

(Falcão, 1988; Artoni & Bertollo, 2002). Novamente, T. venezuelensis  mostrou-se 

divergente das demais espécies do gênero, evidenciando cinco pares portadores 

de Ag-NORs e nove pares portadores de sítios de rDNA 18S (Nirchio et al., 2007). 
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Entretanto, em todas as espécies as Ag-RONs estão sempre presentes em um 

par cromossômico característico, geralmente evidenciando uma constrição 

secundária intersticial no braço curto, embora a posição desse par não seja fixa 

no cariótipo das diferentes espécies. Na população de T. nematurus em estudo, 

esse cromossomo corresponde ao par no 2, representando o maior cromossomo 

portador de RON entre as espécies desse gênero, semelhante à condição 

também encontrada em T. cf. signatus (Falcão, 1988) e T. venezuelensis (Nirchio 

et al., 2007). Nas demais espécies, assim como nas outras populações de T. 

nematurus, esse par é de menor tamanho (Falcão, 1988; Artoni et al., 2001; Artoni 

& Bertollo, 2002), evidenciando assim modificações cariotípicas ao longo da 

história evolutiva desse grupo.  

O sítio autossômico de rDNA 18S de T. nematurus coincide com a região 

da constrição secundária do par no 2, em concordância com a localização da Ag-

RON, sendo esta região CMA3 positiva e DAPI negativa (Fig. 3a, c, e, g). A NOR é 

banda C negativa, mas encontra-se delimitada por heterocromatina localizada 

logo acima e abaixo da constrição secundária (Fig. 2). Nenhum outro 

cromossomo, além do cromossomo W, mostrou sítio adicional de RON, mesmo 

que esporadicamente.  

Sítios de rDNA 5S estão frequentemente localizados em posição 

intersticial nos cromossomos de várias espécies de peixes e outros vertebrados 

(Martins & Galetti Jr., 2001). A utilização conjunta de sondas de rDNA 18S e rDNA 

5 evidenciou a sintenia desses dois genes no par cromossômico no 2 de T. 

nematurus, sendo o cluster de rDNA 5S adjacente e situado logo abaixo ao 

cluster de rDNA 18S (Fig. 3g). Sintenia dos sítios de rDNA 18S e 5S também não 

tem sido uma condição usual nos cromossomos de vertebrados, sendo detectada 
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em algumas poucas espécies de peixes, como Salmo salar (Pendás et al., 1994), 

Oncorhynchus mykiss (Móran et al., 1996), Prochilodus lineatus (Jesus & Moreira-

Filho, 2003), Prochilodus argenteus (Hatanaka & Galetti Jr., 2004), Astyanax 

scabripinnis (Mantovani et al., 2005), Parodon nasus e P. tortuosus (Bellafronte et 

al.,  2005). T. nematurus é a primeira espécie desse gênero com dados sobre o 

mapeamento do rDNA 5S nos cromossomos o que,  por ora, não possibilita 

concluir se a sintenia dos genes ribossomais é  também compartilhada no gênero 

ou é um marcador exclusivo dessa espécie..  

Assim como para a maioria dos peixes Characidae, não existe ainda uma 

filogenia proposta para o gênero Triportheus, seja ela baseada em dados 

moleculares ou morfológicos. Entretanto, considerando os resultados até então 

obtidos, pode-se constatar que os caracteres cromossômicos são particularmente 

importantes para a sistemática/taxonomia desse grupo. Por um lado, ocorre uma 

conservação cariotípica no gênero, considerando as características gerais do 

cariótipo e o número diplóide 2n=52, a presença de um sistema de cromossomos 

sexuais ZZ/ZW compartilhado pelas diferentes espécies, mostrando um 

cromossomo Z conservado e a presença de cistrons de rDNA 18S no 

cromossomo W. De fato, o sistema ZZ/ZW e suas características cromossômicas 

mostram sinapomorfias presentes no gênero Triportheus entre os prováveis 

grupos de Characidae. Por outro lado, ocorrem também marcadores 

cromossômicos específicos, como as características morfológicas/estruturais do 

cromossomo W e dos cromossomos portadores dos sítios maiores de RONs, os 

quais podem ser de utilidade na identificação de diferentes espécies e populações 

desse grupo. Os dados cariotípicos apresentados por T. nematurus corroboram 
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ambos os casos, somando assim importantes informações quanto à evolução 

cromossômica desse grupo da ictiofauna Neotropical. 
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Tabela 1.  Dados cromossômicos sobre o sistema de cromossomos sexuais em 

Triportheus (atualizados de Artoni et al., 2001).    
 

Espécies Sistemas hidrográficos 2n SCS WRL WS Ref 

T. auritus 

T. cf. auritus 

T. nematurus 

T. nematurus 

T. nematurus 

T. cf. signatus 

T. guentheri 
T. venezuelensis 

T. nematurus 

T. angulatus 

T. albus 

T. culter 

Rios Negro e Solimões (AM, Brasil) 

Rio Araguaia (MT, Brasil) 

Rio Cuiabá (MT, Brasil) 

Rio Paraguai (MS,  Brasil)  

Rio Paraná (Corrientes, Argentina) 

Piscicultura de Promissão (SP,  Brasil) 

Rio São Francisco (MG, Brasil) 

Laguna de Castillero (Bolivar, Venezuela) 

Rio Piracicaba (SP, Brasil) 

Rios Negro e Solimões (AM, Brasil) 

Rios Negro e Solimões (AM, Brasil) 

Rio Solimões (AM,  Brasil) 

52 

52 

52 

52 

52 

52 

52 

52 

52 

52 

52 

52 

ZZ/ZW 

ZZ/ZW 

ZZ/ZW 

ZZ/ZW 

ZZ/ZW 

ZZ/ZW 

ZZ/ZW 

ZZ/ZW 

ZZ/ZW 

ZZ/ZW 

ZZ/ZW 

ZZ/ZW 

75% 

75% 

60% 

60% 

55% 

55% 

50% 

50% 

50% 

45% 

35% 

------ 

large 

large 

medium 

medium 

medium 

medium 

medium 

medium 

medium 

small 

small 

------- 

1 

2 

2 

2 

3 

1 

2, 4 

5 

6 

1 

1 

1 

 

SCS = sistema de cromossomos sexuais; WRL = comprimento relativo do 

cromossomo W; WS = tamanho estimado do cromossomo W; Ref = referências; 1 

= Falcão (1988); 2 = Artoni et al. (2001); 3 = Sánchez & Jorge (1999); 4 = Bertollo 

& Cavallaro (1992); 5 = Nirchio et al. (2007); 6 = presente estudo. 
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Capítulo II. Mapeamento físico dos genes ribossomais 18S e 5S em espécies 

de Triportheus (Characiformes, Characidae) 
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RESUMO  

O mapeamento físico dos sítos de rDNA 18S e de rDNA 5S foi realizado em oito espécies 

de Triportheus (Characiformes, Characidae), de diferentes bacias hidrográficas, 

portadoras de 2n=52 cromossomos e de um sisema de cromossomos sexuais ZZ/ZW. As 

hibridações com sondas de rDNA 18S evidenciaram a presença destes sítios no braço 

curto de em um par de cromossomos característico para esse grupo. Em algumas 

espécies dois sítios adicionais foram também identificados em outros pares de 

cromossomos. Em seis espécies, onde exemplares fêmeas puderam ser analisados, 

observou-se a presença de um sítio de rDNA 18S na extremidade distal do braço longo 

do cromossomo W, corroborando a proposta de que esta deve ser uma característica 

compartilhada pela espécies de Triportheus. Em uma das populações de T. angulatus 

analisadas, foi detectada uma provável inversão pericêntrica no par organizador nucleolar 

principal, englobando a região da RON O mapeamento físico dos sítios de rDNA 5S 

identificou dois sítios em todas as espécies, presentes no braço curto de apenas um par 

de cromossomos, proximamente ao centrômero. A única exceção ocorreu em T. auritus, 

onde 10 sítios desse gene foram evidenciados. Em duas populações de T. nematurus, 

onde análises de hibridações seqüenciais ou de “doublé” FISH puderam ser realizadas, 

foi constatada a ocorrência de sintenia dos sítios de rDNA 18S e 5S, os quais 

apresentam uma localização adjacente, no braço curto do par organizador nucleolar. Os 

dados obtidos evidenciam que em Triportheus ocorrem características compartilhadas 

por diferentes espécies, corroborando sinapomorfias características desse grupo, ao lado 

de outras características cromossômicas que podem ser maracadoras para algumas 

espécies. 

Palavras chave: Triportheus, rDNA 18S, rDNA 5S,  sintenia gênica 
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INTRODUÇÃO 

O advento da hibridação fluorescente in situ (FISH) possibilitou o 

mapeamento de seqüências específicas de DNA no genoma de várias espécies 

animais. A localização dos genes ribossomais (rDNAr 45S e rDNA 5S) tem sido 

um dos aspectos mais estudados entre os peixes, tanto na caracterização de 

espécies ou populações como no estudo de relações evolutivas.  

As espécies de Triportheus já analisadas compartilham o mesmo número 

diplóide, 2n=52 cromossomos, com uma macroestrutura cariotípica bastante 

similar, assim como um sistema de cromossomos sexuais do tipo ZZ/ZW, onde o 

cromossomo Z é o maior do complemento e o cromossomo W apresenta 

tamanhos distintos conforme a espécie, sendo sempre menos que o cromossomo 

Z. (Falcão, 1988), Bertollo & Cavallaro, 1992; Sánchez & Jorge, 1999; Artoni et 

al., 2001; Artoni & Bertollo, 2002; (Nirchio et al., 2007).  

As Ag-NORs estão geralmente localizadas no braço curto de um par de 

cromossomos portadores de constrição secundária, que se evidencia como sendo 

o sítio organizador nucleolar principal. Este padrão tem sido encontrado em quase 

todas as espécies analisadas, embora algumas variações quanto ao número de 

Ag-RONs já tenham sido também constatadas (Falcão, 1988; Artoni & Bertollo, 

2002). Em T. nematurus, T. cf. auritus e T. guentheri foi também detectado um 

sítio de rDNA 18S na extremidade distal do braço longo do cromossomo W (Artoni 

& Bertollo, 2002). Até o presente momento, não se tem dados disponíveis sobre o 

mapeamento dos sítios de rDNA 5S nos cromossomos de Triportheus.   

O presente estudo teve como finalidade mapear os sítios de rDNAr 18S e 

de rDNA 5S em diferentes espécies desse gênero, com o intuito de obter 

subsídios para uma análise comparativa da distribuição desses sítios entre os 
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autossomos e cromossomos sexuais dessas espécies e uma melhor 

compreensão da evolução cariotípica do grupo. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

Foram estudadas oito espécies/populações de Triportheus, provenientes 

de diferentes bacias hidrográficas do Brasil e da Argentina: T. trifurcatus (rio 

Araguaia - MT), T. guentheri (rio São Francisco - MG), T. cf. signatus (rio Piranha-

açu, açude Itans - RN), T. albus (rio Negro - AM), T. auritus (rio Negro - AM),  T. 

angulatus (rio Negro - AM),  T. nematurus (rio Paraná – Corrientes, Argentina e rio 

Piracicaba - SP).  

Os cromossomos mitóticos foram obtidos a partir de células do rim anterior 

(Foresti et al., 1993), sendo que em T. trifurcatus e T. auritus apenas exemplares 

machos puderam ser analisados. As preparações cromossômicas foram 

submetidas à hibridação fluorescente in situ (FISH), conforme a metodologia geral 

descrita por Pinkel et al. (1986), utilizando-se sondas de rDNA 18S  Hatanaka & 

Galetti Jr., 2004) e de rDNA 5S (Martins & Galetti Jr., 1999). As sondas foram 

marcadas por “Nick Translation” (BioNick Labeling System – Invitrogen), de 

acordo com as instruções do fabricante. Uma das sondas recebeu uma marcação 

indireta, usando-se Adenina biotinilada (14 dATP–biotin - Invitrogen), com 

posterior detecção pela Avidina-FITC (Fluoresceina Isotil Cianato-Avidina 

conjugada - Sigma), seguida por  duas amplificações. Os cromossomos foram 

contracorados com 8µl de iodeto de propídio (50 µg/ml) e 200µl  de antifading 

(1,4-Phenylendiamin-dihydrochlorid (Fluka 78460), aplicando-se a alícota de 25 µl 

por lâmina. A outra sonda recebeu uma marcação direta, empregando-se 

ChromaTide Alexa Flúor 546 (14 dUTP - Molecular Probes), e os cromossomos 
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foram contracorados com DAPI (0,2µg/ml). Em T. nematurus, foi usada uma 

hibridação simultânea (“double FISH”) para identificação dos rDNAs 18S e 5S. As 

análises foram realizadas em microscópio de epifluorescência Olympus BX50, 

sendo as imagens cromossômicas capturadas com a utilização do software 

CoolSNAP-pro (Media Cybernetics).  

 

RESULTADOS 

Hibridação fluorescente in situ com sonda de rDNA 18S 

  T. guentheri, T. cf. signatus, T. albus e T. nematurus evidenciaram sinais 

positivos de hibridação no braço curto de um par autossômico, assim como um 

sítio característico na extemidade do braço longo do cromossomo W nos 

exemplares fêmeas (Fig. 1b, c, d; Fig. 3a, c). T. trifurcatus e T. auritus 

evidenciaram sítos de rDNA 18S no braço curto de dois pares de autossomos 

(Fig. 1a, e). Em todos esses casos o único par de cromossomos marcados, ou 

pelo menos um deles como em T. trifurcatus e T. auritus, apresenta os sítios de 

rDNA 18S em posição correspondente às Ag-RONs, devendo corresponder ao 

cromossomo organizador nucleolar principal dessas espécies. T. angulatus 

evidenciou os sinais positivos de hibridação em cinco cromossomos do 

complemento cariotípico (Fig. 1f). Dois desses sítios estão localizados no braço 

curto de um par submeta/metacêntrico grande, evidenciando uma provável 

inversão paracêntrica em um dos homólogos (detalhe na Fig. 1f). Outros dois 

sítios estão no braço longo de um outro par meta/submetacêntrico, possivelmente 

homólogos, embora com tamanhos ligeiramente distintos, enquanto que o sítio 

restante encontra-se na região distal do braço longo do cromossomo W.  
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Hibridação fluorescente in situ com sonda de rDNA 5S 

T. trifurcatus, T. guentheri, T. cf. signatus, T. albus e T. angulatus 

evidenciaram apenas um par de cromossomos portadores de rDNA 5S e, embora 

nem sempre a morfologia cromossômica tenha se mostrado muito nítida nas 

preparações obtidas, esses sítios parecem estar sempre localizados no braço 

curto dos cromossomos, adjacentes ao centrômero (Fig. 2a, 2b, 2c, 2d, e 2f). T. 

auritus diferiu desse padrão apresentando 10 sítios ribossomais, mas com 

localização cromossômica similar à das demais espécies (Fig. 2e). Duas 

populações de T. nematurus mostraram sintenia dos genes ribossomais 18S e 

5S, a partir de. hibridações seqüenciais (Fig. 3a, b) ou pela metodologia de  

“double” FISH (Fig. 3c), onde esses sítios ocupam uma localização adjacente no 

braço curto do cromossomo portador da RON, próximos ao centrômero.  

  

DISCUSSÃO 

Triportheus tem se caracterizado como um grupo de peixes que apresenta 

um cariótipo conservado no que diz respeito ao número diplóide (2n=52 

cromossomos), à macroestrutura do cariótipo e ao sistema de cromossomos 

sexuais ZZ/ZW. Contudo, essa conservação não é tão evidente quando as 

regiões organizadoras de nucléolos são consideradas, visto que elas podem 

apresentar uma relativa variação quanto ao número de sítios presentes nos 

cromossomos e quanto aos cromossomos portadores dos mesmos (Falcão, 1988; 

Bertollo & Cavallaro, 1992; Artoni & Bertollo, 2002). Neste contexto, T. 

venezuelensis é a espécie que mais se destaca das demais, apresentando um 

extenso polimorfismo em relação aos sítios de NORs, onde vários cromossomos 

mostram Ag-RONs e/ou sítios de rDNA 18S (Nirchio et al., 2007).  
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No que se refere às espécies ora analisadas, as regiões organizadoras de 

nucléolos mostraram-se sempre presentes no braço curto de um par autossômico 

característico, embora a posição desse par possa ser variável no cariótipo. Além 

desse par, cromossomos portadores de sítios adicionais foram também 

identificados em T. trifurcatus, T. auritus e T. angulatus, enquanto que T. 

guentheri, T. cf. signatus e T. albus evidenciaram apenas um par de RONs. Em T. 

guentheri, Bertollo & Cavallaro (1992), identificaram também um segundo par 

autossômico com sítios de Ag-RONs, o que entretanto não foi corroborado pelo 

mapeamento do rDNA 18S nesta espécie (Artoni & Bertollo, 2002; presente 

estudo). Em T. angulatus, estudos anteriores já haviam descrito quatro sítios de 

Ag-RONs para esta espécie (Falcão, 1988), o que concorda com os dados do 

presente estudo com FISH. Além disso, uma provável inversão paracêntrica pode 

ser constatada em um dos pares de cromossomos, provavelmente o par 

organizador nucleolar principal, onde a RON situa-se no braço curto.  

Outra característica interessante em Triportheus é a ocorrência de sítios de 

rDNA 18S na região distal do braço longo do cromossomo W, conforme já 

constatado em T. guentheri, T. nematurus (rio Cuiabá), T. nematurus (rio 

Paraguai) e T. cf. auritus (Artoni & Bertollo, 2002). De fato também ocorre na nova 

população de T. nematurus ora analisada, assim como em T. cf. signatus, T. 

albus, T. angulatus e na re-análise de T. guentheri.  Apenas em T. trifurcatus e T. 

auritus não foi possível a confirmação dessa ocorrência, visto que os exemplares 

analisados eram machos. Em T. guentheri, Bertollo & Cavallaro (1992), relataram 

a ocorrência de Ag-NORs esporádicas na região telomérica do braço longo do 

cromossomo Z, o que não foi confirmado por FISH (Artoni & Bertollo, 2002; 

presente estudo). Coincidentemente, T. venezuelensis evidenciou sítios de rDNA 
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18S nessa região do cromossomo Z, embora não no cromossomo W conforme o 

esperado (Nirchio et al., 2007). Tal fato, entretanto, pode ter um significado 

importante, visto que poderia estar evidenciando a possível ancestralidade dos 

sitos de rDNA 18S nos cromossomos sexuais de Triportheus, alocados em 

regiões correspondentes nos cromossomos Z e W desse grupo. Aparentemente, 

em algumas espécies o sítio do cromossomo Z poderia ter sido eliminado ao 

longo do processo evolutivo, enquanto que em outras ele estaria sendo mantido, 

embora nem sempre ativo. Neste último caso, sua não-detecção por FISH, como 

em T. guentheri, poderia estar associada a um reduzido número de cópias 

gênicas, mas podendo ser identificado após uma intensa transcrição  ou 

amplificação gênica, conforme hipótese considerada por Nirchio et al. (2007) para 

explicar alguns dados obtidos em T. venezuelensis. Artoni & Bertollo (2002), já 

assinalaram para a hipótese de que os sítios de NORs no cromossomo W 

poderiam representar uma condição ancestral para Triportheus, compartilhada por 

diferentes espécies.  Os dados obtidos no presente estudo corroboram de fato 

esta proposição, na medida em que várias outras espécies vieram se somar às 

anteriormente analisadas, evidenciando sítios de rDNA 18S sempre presentes em 

regiões correspondentes no cromossomo W. As evidências disponíveis favorecem 

de fato a proposta de que a presença de RONs nos cromossomos sexuais de 

Triportheus teria antecedido o processo de diferenciação destes cromossomos, 

assim como a especiação do grupo, constituindo um modelo único entre os 

peixes.  

Os genes ribossomais 5S foram evidenciados no braço curto de um único 

par de cromossomos, próximos ao centrômero, em todas as espécies analisadas. 

A única espécie que diferiu desse padrão numérico foi T. auritus,  a qual 
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apresentou um total de dez sítios distribuídos em diferentes pares de 

cromossomos. Relatos referentes à presença de muitos sítios de rDNA 5S no 

genoma de peixes é escasso. Na ordem Percifomes, Affonso & Galetti Jr. (2003) 

encontraram 18 sítios de rDNA 5S em Centropyge aurantonotus, uma espécie de 

peixe marinho. Estes autores sugerem que esse elevado número de sítios 

ribossomais pode ser atribuído à presença de pseudogenes no genoma da 

espécie. Independentemente disso, e considerando os dados até então 

disponíveis, a situação encontrada em T. auritus pode representar um marcador 

genético exclusivo para este taxon. 

Os sítios de rDNA 18S e 5S geralmente estão situados em distintos 

cromossomos, o que tem sido a situação mais freqüente entre os peixes (Martins 

& Galetti, 1999; 2000; 2001). Os genes ribossomais constituem famílias 

multigênicas distintas, compostas por centenas a milhares de cópias repetidas em 

tandem, caracterizando um DNA altamente repetitivo. Segundo Dover (1986), 

mecanismos como conversão gênica e “crossing-over” desigual agem comumente 

no processo evolutivo nesses arranjos em tandem. A eficiência destes 

mecanismos pode ser aumentada, se estes se encontrarem em posições ou 

cromossomos distintos, evitando assim uma translocação indesejada das 

sequências do rDNA 5S no rDNA 45S, ou vice-versa. Assim sendo, a ocorrência 

sintênica e adjacente desses genes em T. nematurus é uma condição de 

destaque entre as espécies analisadas. Entretanto, não se pode excluir a 

possibilidade de que essa situação seja também compartilhada pelas demais 

espécies, considerando a localização do rDNA 18S  e do rDNA 5S no braço curto 

de cromossomos semelhantes. Infelizmente, por ora, não houve possibilidade de 

análises de hibridação sequencial com as diferentes sondas de rDNA ou de 
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“double” FISH nas demais espécies. Sua confirmação viria novamente indicar 

uma outra sinapomorfia para este grupo entre os demais Characidae, à 

semelhança do que ocorre com as outras características associadas ao sistema 

ZZ/ZW e à localização das RONs no cromossomo W. Caso contrário, tal 

característica seria então um marcador eromossômico exclusivo de T. nematurus. 
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RESUMO 
 
As espécies de peixes do gênero Triportheus apresentam um número 

cromossômico diplóide 2n=52, com uma macroestrutura cariotípica semelhante, e 

um sistema de cromossomos sexuais do tipo ZZ/ZW que parece constituit uma 

sinapomorfia para esse grupo. No presente trabalho uma sonda específica do 

cromossomo Z, de T. nematurus, foi obtida por microdissecção, seguida de 

amplificação inespecífica por DOP-PRC. Essa sonda foi utilizada para pintura 

cromosômica total (WCP - Whole Chromosome Painting) por FISH, em várias 

espécies de Triportheus, assim como em espécies de outros gêneros de 

Characidae relativamente próximos de Triportheus, com o objetivo de analisar o 

processo evolutivo do sistema ZW no grupo. O cromossomo Z mostrou hibridação 

completa em todas as espécies de Triportheus analisadas, enquanto que o 

cromossomo W apresenta apenas uma marcação reduzida no braço curto, ou na 

região adjacente ao centrômero conforme a espécie.  Os cromossomos das 

espécies de outros gêneros de Characidae não evidenciaram nenhuma hibridação 

detectável. Os resultados obtidos reforçam as hipóteses de que o sistema ZZ/ZW 

de Triportheus é uma sinapomorfia exclusiva desse grupo de Characidae e que o 

cromossomo Z apresenta-se conservado entre as diferentes espécies. É também 

evidenciado que a evolução do cromossomo W foi acompanhada por mudanças 

acentuadas não só na redução de tamanho, como também na composição do seu 

material genético, considerando sua diferenciação a partir de um provável par de 

homólogos ancestral. Assim, apenas uma pequena região homóloga ao 

cromossomo Z está hoje presente no cromossomo W das diferentes espécies, 
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ocupando uma posição preferencial no braço curto e na proximidade do 

centrômero.  

Palavras chave. Triportheus, microdissecção cromossômica, cromossomos 

sexuais, pintura cromossômica 

 

INTRODUÇÃO 
 

O gênero Triportheus, pertencente à família Characidae, é representado 

por peixes de porte relativamente pequeno, com ampla distribuição na América do 

Sul. Análises citogenéticas realizadas em espécies de diferentes bacias 

hidrográficas demonstraram que todas apresentam número cromossômico 

diplóide 2n=52, com uma macroestrutura cariotípica muito semelhante, além de 

compartilhar um sistema de cromossomos sexuais do tipo ZZ/ZW (Falcão, 1988; 

Bertollo & Cavallaro, 1990; Sánchez & Jorge 1999; Artoni et al., 2001; Artoni & 

Bertollo 2002; Nirchio et al., 2007), que parece constituir uma sinapomorfia para 

esse grupo de caracídeos. 

O desenvolvimento metodológico da Biologia Molecular nas últimas 

décadas possibilitou a amplificação de qualquer segmento de DNA através de 

DOP-PCR (DNA Degenenerate Oligonucleotide-Primed), trazendo  grandes 

avanços na aplicação da citogenética molecular em muitos campos até então não 

explorados. A construção de sondas por microdissecção para pintura 

cromossômica total (WCP: Whole Chromosome Painting), desenvolvida a partir 

da década de 90 (Kao, 1990; Meltzer et al., 1992), tem sido amplamente utilizada 

em vários grupos animais, assim como na citogenética humana. Entretanto, essa 

metodologia só mais recentemente começou a ser direcionada para estudos 

cromossômicos em peixes.  
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No presente trabalho uma sonda específica do cromossomo Z, de T. 

nematurus, foi obtida por microdissecção seguida de amplificação inespecífica por 

DOP-PRC. Essa sonda foi utilizada para pintura cromosômica total (WCP - Whole 

Chromosome Painting) por FISH, em várias espécies de Triportheus, assim como 

em espécies de outros gêneros de Characidae relativamente próximos de 

Triportheus, com o objetivo de analisar o processo evolutivo do sistema ZW no 

grupo.   

 

MATERIAL E MÉTODOS 

Espécies analisadas e preparação cromossômica  

Foram analisadas sete espécies/populações de Triportheus, provenientes 

de diferentes bacias hidrográficas do Brasil e da Argentina: T. trifurcatus (rio 

Araguaia – MT), T. guentheri (rio São Francisco - MG), T. cf. signatus (rio Piranha-

açu, açude Itans - RN),  T. albus (rio Negro - AM), T. angulatus (rio Negro - AM),  

T. nematurus (baixo rio Paraná – Corrientes, Argentina) e T. nematurus (rio 

Piracicaba - SP). Cinco espécies de outros gêneros da família Characidae foram 

também analisadas: Chalceus sp, Brycon sp, Astyanax scabripinnis, Astyanax 

fasciatus e Salminus hilarii. As preparações cromossômicas foram obtidas a partir 

de células do rim, conforme a metodologia descrita por Foresti et al. (1993). 

Microdissecção cromossômica e amplificação por DOP-PCR 

Preparações cromossômicas de T. nematurus (rio Piracicaba, SP) foram 

transferidas para em uma lamínula limpa, em coradas com Giemsa 5%. A 

microdissecção foi feita no cromossomo Z, o qual é facilmente identificado por 

corresponder ao maior cromossomo do cariótipo em todas as espécies desse 

gênero. Foram utilizados um microscópio invertido (Nikon) e um micromanipulador 
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manual (5171-Eppendorf) com uma agulha de vidro acoplada, previamente 

esterilizada. Foram microdissectados ao redor de 15-20 cromossomos Z, os quais 

foram transferidos para um tubo Eppendorf contendo 0,5 ml do mix para DOP-

PCR, que consiste de 14,5 µl de água destilada esterilizada, 2 µl. de 10X Tampão 

de reação da Termosequenase, 4µl de dNTP (2,5 mM cada) e 2 µl de 2 �M 

primer DOP (5’ CCG ACT CGA GNN NNN NAT GTG G 3’) (Telenius et al, 1992). 

O tubo com o mix foi aquecido para desnaturação inicial a 90ºC, por 10 min. e 

centrifugado brevemente. Em seguida, adicionou-se 2,5 µl de 4U/µl 

termosequenase (Thermo Sequenase Cycle Sequencing Kit - USB). As reações 

de PCR foram realizadas em um Termociclador MasterCycler Gradient da 

Eppendorf. nas seguintes condições: 94ºC – 3min, 12 ciclos a 94ºC – 1min. e 30s; 

37ºC – 2min, 37ºC – 1s (subindo 0,2ºC/s até 72ºC); 72ºC – 2min seguido de mais 

30 ciclos a 94ºC – 1min e 30s; 62ºC – 1min; 72ºC – 1min e 30s. Após DOP-PCR, 

realizou-se uma PCR convencional. com uma reação de 33,5 µl de água destilada 

esterilizada, 5 µl de 10X Tampão para PCR, 4µl de MgCl2, 2 µl de dNTP (2,5 mM 

cada), 3 µl de 100 µM DOP primer e 0,5 µl de 5U/µl de Taq polymerase e 2 µl do 

produto DOP-PCR, nas seguintes condições: 90ºC – 3min, 30 ciclos a 90ºC – 

1min e 30s; 56ºC – 1min e 30s; 72ºC – 1min e 30s. As sondas foram marcadas 

por PCR. A solução de reação consistiu de 31,5 µl de água destilada esterilizada, 

5 µl de 10X Tampão para PCR, 4µl de MgCl2, 3 µl de dNTP (2,5 mM cada), 1µl de 

1,25 mM dNTP marcado, 3 µl de 100 µM DOP primer, 3 µl de produtos da 

segunda PCR e 0,5 µl de 5U/µl Taq polymerase. Após cada PCR as amostras 

amplificadas foram submetidas a uma eletroforese em gel de agarose 1% para a 
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verificação do tamanho dos fragmentos, os quais devem apresentar um tamanho 

entre 300 a 600 pb. 

 

Hibridação Fluorescente in situ (Fish)  

A hibridação fluorescente in situ (FISH) seguiu a metodologia descrita por 

Pinkel et al. (1986). Nos testes de hibridações com as espécies dos outros 

gêneros, foi realizado um teste controle para se verificar a eficácia da sonda e do 

procedimento de FISH.  Assim, uma gota de suspensão celular de T. nematurus 

(controle positivo) foi adicionada sobre um campo distinto da mesma lâmina 

contendo o material das demais espécies a serem testadas. Em alguns casos, 

além da sonda do cromossomo Z, foi também utilizada, simultaneamente, uma 

sonda de rDNA 5S. 

 

RESULTADOS 

Os resultados obtidos com os espécimes machos de T. nematurus, T. 

angulatus, T. guentheri e T. trifurcatus, mostra uma hibridação completa do 

cromossomo Z  dessas espécies com a sonda obtida do cromossomo Z de T. 

nematurus (Fig. 1a, b, c, d). Nos casos onde fêmeas puderam ser analisadas, 

como  em T. albus, T. cf. signatus e nas duas populações de T. nematurus foram 

observados resultados idênticos aos anteriores, ou seja, o cromossomo Z mostrou 

sinais de hibridação distribuidos ao longo de toda sua extensão. Particularmente 

para esses quatro últimos casos, onde o cromossomo W pode ser também 

analisado, constatou-se sítios reduzidos de hibridação nesse cromossomo, 

localizados preferencialmente no braço curto, exceto em T. nematurus da 
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Argentina,  onde este sítio se localizada no braço longo do W, nas proximidades 

da região centromérica (Fig. 2a, b, c, d).  

Os testes de hibridação da sonda Z nos demais gêneros de Characidae 

(Chalceus sp, Brycon sp, Astyanax scabripinnis, Astyanax fasciatus e Salminus 

hilarii) foram sempre negativos (Figs. 3). 

 

DISCUSSÃO 

Embora estudos cromossômicos já tenham sido realizados em várias 

espécies de Triportheus, esta foi a primeira tentativa de microdissecção 

cromossômica e a obtenção de sonda do cromossomo Z para pintura 

cromossômica total (WCP). Neste grupo, o cromossomo Z é facilmente 

identificado, correspondendo a um metacêntrico típico e o de maior tamanho no 

cariótipo. Seguramente, essas características foram importantes para o sucesso 

dos estudos realizados, visto que em muitas espécies de peixes a identificação de 

um dado cromossomo alvo é dificultada pela similaridade entre os cromossomos 

do cariótipo. 

Em todas as espécies/populações de Triportheus o cromossomo Z (em 

machos ou nas fêmeas) apresentou fortes sinais de hibridação com a sonda do 

cromossomo Z de T. nematurus. Assim sendo, a hipótese de que o cromossomo 

Z seja conservado em Triportheus, com base na sua morfologia e distiibuição de 

heterocromatina nas regiões teloméricas e centromérica (Artoni et al., 2001; Artoni 

& Bertollo, 2002), ganha um forte reforço com os dados ora obtidos, onde é 

destacada a acentuada homologia existente entre eles. A única exceção até 

agora conhecida é T. venezuelensis, onde o braço longo do cromossomo Z 
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mostra-se também heterocromático (Nirchio et al., 2007), representanto assim um 

caso de interesse para estudos posteriores com essa espécie.  

Por sua vez, o cromossomo W mostrou um único sítio de hibridação com a 

sonda do cromossomo Z. Em T. nematurus do rio Piracicaba (SP), T. albus e T. 

cf. signatus este sítio situa-se no braço curto, enquanto que em T. nematurus da 

Argentina ele se localiza no braço longo, proximamente ao centrômero. A 

diferenciação do cromossomo W em Triportheus se caracteriza por uma redução 

de tamanho em relação ao cromossomo Z, concomitantemente à sua 

heterocromatinização, a partir de um provável W ancestral homólogo ao 

cromossomo Z (Falcão, 1988; Artoni et al., 2001). Entretanto, o cromossomo W 

das diferentes espécies pode mostrar-se distinto tanto em relação ao tamanho 

como à distribuição da heterocromatina, mas com segmentos eucromáticos 

constantes no braço curto (Fig. 4). O sítio de hibridação no cromossomo W das 

espécies analisadas situa-se em regiões eucromáticas, demonstrando serem 

essas as regiões que mantém uma homologia com o cromossomo Z, embora 

bastante restrita. É interessante destacar que diferentes populações de T. 

nematurus evidenciam sítios eucromáticos específicos intersticiais no braço longo, 

na proximidade do centrômero além dos sítios eucromáticos no braço curto. (Fig. 

4). O sítio de hibridação observado na população de T. nematurus da Argentina 

situa-se na região eucromática intersticial, e não no braço curto como nas demais 

espécies, evidenciando que o cromossomo W passou por prováveis rearranjos 

adicionais, envolvendo esse sítio. 

Por outro lado, não se verificou hibridação entre a sonda do cromossomo Z 

de Triportheus com nenhum cromossomo das demais espécies de Characidae 

analisadas, ou seja, Chalceus sp, Brycon sp, Astyanax scabripinnis, Astyanax 
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fasciatus, Salminus hilarii. Estas espécies mostram certo grau de relacionamento 

filogenético com Triportheus (Lucena, 1993; Orti & Meyer, 1997) (Fig. 5) e 

apresentam o primeiro par do cariótipo diferenciado dos demais, geralmente 

metacêntrico e o maior do complemento. A ausência de hibridação indica que a 

provável homeologia desse primeiro par entre diferentes espécies de Characidae 

(Daniel-Silva, 2001), não deve ser uma característica universal, uma vez que não 

é observada em relação à Triportheus.   

Estudos realizados por Phillips et al. (2001), mostram que os cromossomos 

sexuais entre diferentes gêneros de Salmonidae parecem evoluir de forma 

independente. Neste caso duas sondas específicas, a sonda (Yp), obtida a partir 

do braço curto e a sonda (Yq), obtida a partir do braço longo do cromossomo Y de 

Salvelinus namaycush, foram hibridadas nos cromossomos de Oncorhynchus 

mykiss e O. tshawytscha. As sondas foram conjuntamente hibridadas nos 

cromossomos dessas espécies, evidenciando sinais de hibridação em dois 

diferentes pares de autossomos, em cada uma delas, evidenciando ausência de 

homologia entre os cromossomos sexuais no gênero Salvelinus e Oncorhynchus.  

Entre os peixes neotropicais, a diferenciação de cromossomos sexuais também 

parecer se apresentar como um evento independente entre diferentes grupos, 

visto que distintos tipos de sistemas de cromossomos sexuais podem ser 

encontrados dentro de uma mesma família e até mesmo em um mesmo gênero 

(Almeida-Toledo & Foresti, 2001). A ausência de hibridação da sonda Z de 

Triportheus nos cromossomos das espécies dos demais gêneros testados, além 

de evidenciar claramente esse evento, reforça também a proposta de que  o 

sistema de cromossomos sexuais ZZ/ZW deve ser, de fato, uma condição 
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sinapomórfica característica de Triportheus , pré-datando a especiação nesse 

grupo.  
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Figura 4. Esquema comparativo entre o cromossomo Z e o cromossomo W de 

distintas espécies de Triportheus, evidenciando a distribuição da eucromatina 

(blocos brancos) e da heterocromatina (blocos escuros) nos cromossomos WA=T. 

auritus (rio Negro e rio Solimões); WB=T. cf. signatus (rio Piranha-açu); WC=T. cf. 

auritus (rio Araguaia);  WD=T. nematurus (rio Paraguai); WE=T. nematurus (rio 

Piracicaba); WF=T. nematurus (rio Cuiabá); WG=T. nematurus (rio Paraná, 

Argentina);  WH=T. cf. signatus (piscicultura de Promissão, SP); WI=T. guentheri 

(rio São Francisco); WJ=T. angulatus (rio Negro e rio Solimões); WL=T. albus (rio 

Negro e rio Solimões). Atualizado de Artoni et al. (2001). 
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Figura 5. Relações filogenéticas apresentadas por Triportheus com outros 

gêneros da família Characidae (destaque), conforme Lucena (1993) e Orti & 

Meyer (1997). 
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4. CONSIDERAÇÕES E CONCLUSÕES FINAIS 
 

Os resultados aprentados neste trabalho corroboram estudos anteriores no 

gênero Triportheus (Falcão, 1988, Sánchez & Jorge, 1999, Artoni et al., 2001, 

Artoni & Bertollo, 2002; Nirchio et al., 2007), acrescentando novas informações 

relevantes para este grupo de peixe. 

Os dados obtidos para uma nova população de T. nematurus (rio 

Piracicaba, SP) mostram que esta espécie segue o padrão apresentado pelo 

grupo no que se refere à presença de número diplóide com 52 comossomos, 

presença de cromossomos sexuais hetermórficos ZZ/ZW e macroestrutura 

cariotípica. O cromossomo W, submetacêntrico, é também menor em relação ao 

Z, podendo ser considerado de tamanho médio comparativamente ao 

cromossomo W de outras espécies do grupo. O braço longo é totalmente 

heterocromático, reforçando as evidências de que um processo de 

heterocromatinização teve um papel importante na diferenciação do cromossomo 

W entre os Triportheus. Por sua vez, o cromossomo Z só evidencia bandas 

heterocromáticas teloméricas e centroméricas, mostrando que este padrão 

continua sendo mantido dentro do grupo.  

A presença de Ag-RONs nos cromossomos sexuais em Triportheus, 

(Falcão, 1988; Artoni & Bertollo, 2002) foram confirmados através de sinais 

positivos de hibridação com sonda de rDNA 18S. Estes sinais localizaram-se no 

braço longo do cromossomo W de T. nematurus (duas populações), T. cf. 

signatus e T. albus, somando-se aos dados anteriormente obtidos por Artoni & 

Bertollo (2002) em T. guentheri, T. nematurus (rio Cuiabá), T. nematurus (rio 

Paraguai) e T. cf. auritus (rio Araguaia), fortalecendo assim a hipótese proposta 
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por esses autores de que as RONs no cromossomo W pode representar uma 

condição antiga para esse gênero, antecedendo o processo de diferenciação 

desse cromossomo, constituindo um modelo único entre os peixes neotropicais.  

Além da confirmação da presença de sítios de rDNA 18S no cromossomo 

W, outros sítios foram também  detectados nos autossomos. Assim, além de um 

par organizador nucleolar característico para o grupo, um segundo par de 

autossomos pode ser também identificado em T. trifurcatus, T. auritus e T. 

angulatus, esta última espécie apresentando uma possível inversão paracêntrica 

heterozigota, associada ao sítio das RONs. 

A localização dos genes de rDNA 5S também mostrou particularidades 

interessantes, estando presente no braço curto de um único par de cromossomos, 

proximamente ao centrômero. A única exceção observada ocorreu em T. auritus, 

onde 10 sítios de rDNA 5S foram detectados. Por sua vez, as duas populações de 

T. nematurus, ou seja, do rio Piracicaba (SP) e do baixo Paraná (Corrientes, 

Argentina), evidenciaram uma localização sintênica adjacente dos genes 

ribossomais 18S e 5S. Por ora, essa ocorrência é conhecida apenas nesta 

espécie de Triportheus. Estudos posteriores poderão indicar se essa ocorrência 

estaria sendo também compartilhada dentro do gênero, a exemplo de outras 

características do cariótipo, ou se trata de um caráter marcador dessa espécie. 

A microdissecção do cromossomo Z de T. nematurus e a obtenção de 

sonda para pintura cromossômica total (WCP), foram metodologias eficientes em 

Triportheus. Em todas as espécies testadas, o cromossomo Z apresentou-se 

totalmente hibridado com a sonda obtida de T. nematurus, mostrando assim a 

conservação presente neste cromossomo entre as diferentes espécies do gênero. 

A hibridação dessa sonda no cromossomo W indicou que apenas um pequeno 
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segmento desse cromossomo mantém homologia com o cromossomo Z, 

correspondendo a regiões eucromáticas presentes no braço curto desse 

cromossomo. Entretanto, na população de T. nematurus da Argentina esse sítio 

de homologia situa-se no braço longo, próximo ao centrômero, evidenciando uma 

provável inversão nessa população. Os dados obtidos confirmam que o 

cromossomo W passou por intensas modificações ao longo do seu processo 

evolutivo, não só quanto à redução de seu tamanho e heterocromatinização, mas 

também quanto à perda de homologia em relação ao Z.  

A hibridação da sonda do cromossomo Z foi testada em espécies de 

outros gêneros de Characidae, proximamente relacionadas a Triportheus, a 

maioria delas compartihando a presença de um cromossomo metacêntrico 

grande, correspondendo ao primeiro par do complemento. Não foi observado 

nenhum sinal de hibridação positiva em todas as espécies testadas, indicando 

que o sistema ZZ/ZW de Triportheus parece, de fato, ser uma condição 

sinapomófica característica deste grupo entre os Characidae. 
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