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RESUMO 

 

 

O gênero Pimelodus é constituído por 33 espécies, distribuídas endemicamente na região neotropical e 

com ocorrência registrada nas bacias do Araguaia, Tocantins, Amazonas, Paraná e Orinoco. No presente 

trabalho analisamos o cariótipo de P. blochii do rio Tapajós e baixo Amazonas. Foram analisados 11 

exemplares de P. blochii e o cariótipo foi caracterizado utilizando-se técnicas de coloração convencional 

por Giemsa, bandeamento C e marcações da Regiões Organizadoras de Nucléolos (RONs) com nitrato 

de prata, Cromomicina A3 e FISH de sondas DNAr18S e 5S. Os resultados apontaram variação do 

número diplóide (2n=58 e 2n=56). Amostras de Itaituba, rio Tapajós, apresentaram cariótipo com 

número diplóide 2n=56 cromossomos, enquanto que, as de Santarém, Almeirim e Oriximiná mostraram 

2n=58. As regiões organizadoras de nucléolos foram localizadas no braço curto de um par acrocêntrico, 

em posição semelhante aos sítios CMA3 positivos e localização da sonda DNAr18S. Os sítios DNAr18S 

e 5S foram co-localizados em um par cromossômico. Os resultados evidenciam divergência cariotípica 

entre a população de P. blochii do rio Tapajós e do baixo Amazonas, o que é interpretado em favor da 

hipótese de que P. blochii representa um complexo de espécies 
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ABSTRACT 

 

 

 

The genus Pimelodus encompasses 33 species distributed endemically in the Neotropical region 

occurring in the Araguaia, Tocantins, Amazonas, Paraná and Orinoco basins. In the present study we 

analyzed the karyotype of Pimelodus blochii from the Tapajós and lower Amazonas Rivers. Were 

analyzed 11 specimens and the karyotype was studied with conventional giemsa staining, C banding, 

Ag-NOR, Chromomycin A3 and FISH of DNAr18S and 5S probes. The results showed variation in the 

diploid number (2n=58 and 2n=56). Samples from Itaituba, Tapajos river have diplóide number of 

2n=56 chromosomes, while samples from Santarém, Almeirim and Oriximiná have 2n=58. The 

nucleolar organizing regions were detected on the short arm of an acrocentric pair, with similar position 

of the positive CMA3 sites, and the localization of DNAr18S probes. The sites DNAr18S and 5S were 

co-localized in a chromosomal pair. The results evidenced karyotipic divergence between P. blochii 

population from the Tapajós River and lower Amazonas, what is interpreted in support to hypothesis of 

P. blochii species complex. 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 
 

O Brasil é líder mundial em biodiversidade onde se encontra cerca de 21% das espécies 

de peixes descritas para o mundo (Marques et al., 2013; Copatti et al.,2011). Segundo Galves 

et al. (2009) na região neotropical da América do Sul são encontrados mais de 6.025 espécies 

de peixes de água doce. Estima-se cerca de 2.500 a 3.000 espécies descritas, contudo esse 

número pode aumentar podendo chegar até 8.000 espécies para os rios de água doce, conforme 

novas áreas forem amostradas (Lewinsohn e Prado, 2002; Hoffmann et al., 2005; Nelson, 2006; 

Buckup, et al., 2007; Langeani, et al., 2007).  

A alta diversidade de peixes em regiões neotropicais ocorre devido aos processos 

geomorfológicos e hidrológicos que ocorreram ao longo dos anos (Brandão, 2008). No entanto, 

a diversidade íctica neotropical vem sofrendo drástica diminuição devido às mudanças 

ambientais como poluição, desmatamento, assoreamento construção de barragens entre outras 

(Braga & Andrade, 2005; Melo, et al., 2006; Brandão, 2008; Barroso, et al.,2013). 

Os principais grupos representados na ictiofauna brasileira são: Characiformes 

(lambaris, dourados, curimbatás, entre outros.); Siluriformes (peixes de couros e cascudos); 

Gymnotiformes (tuviras, sarapós, etc.); Perciformes (acarás, tucunarés, etc.) e 

Cyprinodontiformes (barrigudinhos, guarus, etc.) (Bizerril & Primo, 2001). A ictiofauna 

amazônica se destaca pela variabilidade do número de espécies e de sua diversidade 

morfológica e ecológica (Gravello e Shibatta, 2007; Val et al., 2010).   

Os peixes apresentam uma ampla variedade em hábitos alimentares quanto a 

morfologia, comportamento, métodos reprodutivos, crescimento, ciclo de vida e resposta às 

alterações ambientais, além de servirem como indicadores para monitoramento biológico (Oba 

et al, 2009; Nirchio et al., 2014).  

Estudos citogenéticos em peixes visam uma maior compreensão das estruturas 

cromossômicas, além de contribuir com as análises filogenéticas e taxonômicas dos grupos 

(Andreata et al., 1992; Artoni, 1996; Oliveira et al., 2009;). As ordens Characiformes e 

Siluriformes com 475 e 318 espécies que já foram estudadas, respectivamente. Apesar de sua 

ampla riqueza, os estudos citogenéticos em regiões neotropicais ainda são incompletos, quando 

comparado ao número de espécies descritas. 

Tendo em vista a importância dos estudos citogenéticos para conhecimento da biologia, 

sistemática e evolução dos grupos, fazem-se necessários os estudos que possam contribuir de 

forma significativa, assim como o conhecimento necessário para a classificação e conservação  
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dessas espécies (Artoni et al., 2000, Oliveira et al., 2009), uma vez que os estudos com 

cariótipos de peixes já somam mais de 2.600 espécies em todo o mundo, sendo mais de 921 nas 

regiões neotropicais com cerca de 252 gênero e 44 famílias (Oliveira e Gosztonyi, 2000;). O 

aperfeiçoamento das técnicas em citogenética, vem contribuindo para grandes avanços 

taxonômicos e evolutivos dos peixes, levando a compreensão de suas estruturas 

genéticas/genômicas, assim como as suas características cromossômicas (Martins, et al., 2006).  

No presente trabalho investigamos um tema ainda pouco explorado que trata da 

diversidade genética de Pimelodus blochii. Esta espécie nominal tem sido reportada como um 

complexo de espécies por apresentar variação morfológica o que contribui para dificultar a 

identificação taxonômica neste grupo. Visando contribuir para o conhecimento da diversidade 

cariotípica em Pimelodus, o objetivo principal deste trabalho é comparar os padrões 

citogenéticos de P. blochii provenientes dos rios Tapajós, Amazonas e Trombetas. 

 

 

1.1 Revisão bibliográfica 
 

1.1.1 Considerações taxonômicas da Família Pimelodidae, Ordem Siluriformes 

 

A Ordem Siluriformes é formada por 39 famílias, 478 gêneros e 3.500 espécies, 

conhecidos popularmente por bagres e cascudos (Ferraris, 2007; Eschmeyer, 2017). Nesta 

ordem destacamos as famílias Trichomycteridae, Callichthyidae, Loricariidae e Pimelodidae, 

que são as mais diversas encontradas na região neotropical. Os representantes destas famílias 

se caracterizam por apresentarem corpo nu e alguns coberto por placa óssea, com acúleo nas 

nadadeiras peitorais e dorsais, com quatro pares de barbilhões (Nelson, 2006). 

 A família mais diversificada desta Ordem é Loricariidae com 900 espécies descritas e 

classificadas em seis subfamílias: Delturinae, Hypoptopomatinae, Hypostominae, 

Lithogeneinae, Loricariinae e Neoplecostominae (Eschmeyer e Fong 2017). Os loricarídeos 

apresentam variadas formas, cores e tamanhos, além de possuírem características distintas 

como ausência de escamas e corpo coberto parcial ou totalmente por placas ósseas (Ferraris, 

2007). 

A Família Pimelodidae possui distribuição restrita na região neotropical ocorrendo nas 

bacias dos rios Amazonas, Paraná, Orinoco e nas Guianas, e em alguns rios do sudeste do Brasil, 

noroeste da Colômbia e leste do Panamá (Lundberg & Littmann, 2003; Eschmeyer e Fong, 

2017). Compreende 32 gêneros e 112 espécies validas descritas atualmente, as quais habitam 
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ambientes de água doce (Eschmeyer e Fong, 2017). Os pimelodídeos não possuem escamas, 

sendo conhecidos como peixes de couro. Muitas espécies desta família, tais como a piramutaba, 

são capazes de nadar em grupos por quilômetros de distância, subir grandes rios à procura de 

alimentos e locais para reprodução (Brandão, 2008). Podem apresentar uma coloração cinza 

uniforme como observado em Iheringichthys, até padrões mais elaborados como listras, pintas 

e manchas escuras e claras, como observado em Pimelodus maculatus, P.bristik (Rocha & 

Zuanon, 2013). 

O gênero Pimelodus (Lacepède, 1803) possui 33 espécies validas (Ribeiro et al, 2016) 

sendo amplamente distribuído ao longo de toda drenagem de água doce da região Neotropical, 

estendendo-se do Panamá na América Central até a Argentina na América do Sul (Ferraris, 

2007; Ribeiro et al, 2011). Costumam habitar o leito dos rios, possuem dieta variada como 

larvas, insetos, algas e fragmentos vegetais (Maciel et al., 2014). Apresentam espinhos nas 

nadadeiras peitorais e dorsal, boca grande, tamanho moderado e grande (Souza- Filho e 

Shibatta, 2007).  A primeira revisão do gênero Pimelodus foi feita por Eigenmann & Eigenmann 

(1890), difere dos demais pelas características dentárias, comprimento frontal, número de raios 

e nadadeiras dorsais (Ribeiro et al, 2008). 

Na bacia amazônica foram reportadas as ocorrências de oito espécies de Pimelodus: 

Pimelodus albofasciatus, P. blochii, P. altissimus, P. jivaro, P. miscrostoma, P. ornatus, P. 

pictus e P. tetramerus (Ribeiro et al, 2006). 

 

 

1.1.2 A citogenética como ferramenta para estudos evolutivos em peixes 

 

Os estudos citogenéticos em peixes são valiosos para a compreensão da taxonomia e 

reconstrução da história filogenética dos grupos, além de contribuir para a maior compreensão 

nos processos de evolução cromossômica (Artoni et al., 2000). A citogenética permite a análise 

da morfologia e estrutura dos cromossomos gerando informações úteis para explicar a 

diversidade cariotípica observada (Guerra, 1988; Loureiro, 1999; Perazzo, 2010). 

A maioria dos estudos citogenéticos já realizados em peixes utilizaram técnicas clássicas 

de coloração e bandeamento, tais como a coloração convencional por Giemsa, a detecção das 

regiões organizadoras de nucléolos (RONs) por impregnação de nitrato de prata, o bandeamento 

C e uso dos fluorocromos Cromomicina A3 / DAPI (Gold et al., 1990). 

A técnica de coloração convencional por Giemsa permite compreender a morfologia e 

outros aspectos da macroestrutura cariotípica, além da identificação do número diplóide e da 
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constituição cariotípica de uma espécie, podendo revelar marcadores citogenéticos úteis na 

interpretação de relações filogenéticas (Moreira-Filho & Bertollo, 1991; Nirchio & Oliveira, 

2006).   

O método de coloração com nitrato de prata (AgNO3) detecta as regiões organizadoras 

de nucléolo (NOR) que foram ativas durante a prófase que precede a metáfase em análise devido 

a associação da prata com proteínas nucleolares (Faleiro et al., 2005). A NOR é a região do 

cromossomo onde está localizado os principais genes do DNAr transcrito em uma molécula de 

RNA (45S). 

O bandeamento C consiste na coloração de regiões heterocromáticas de cada 

cromossomo que frequentemente ocorrem na posição do centrômero e regiões distais e com 

menor frequência em posições intersticiais. A heterocromatina constitutiva contem sequencias 

de DNA altamente repetitivas, as quais, em geral, não codificam proteínas, ela se concentra em 

blocos, em algumas regiões do braço curto e longo dos cromossomos próximos as constrições 

secundarias (Faleiro, et al 2005).  A coloração pela Cromomicina A3 (CMA3) deve-se a 

ligações entre as regiões ricas em bases nitrogenadas guanina e citosina (GC) que possuem alta 

afinidade por este fluorocromo. Por outro lado, o fluorocromo DAPI tem afinidade nas bases 

nitrogenadas adenina e timina (AT) e se mostra apagada quando ligada a GC, essa coloração 

emite a uma cor azul brilhante, é utilizado como contracorante nuclear clássico na microscopia 

de fluorescência (Brammer et al 2013). 

A técnica de hibridização in situ fluorescente (FISH - fluorescent in situ hybridization) 

possibilitou um grande avanço campo da citogenética, pois permite a identificação dos 

segmentos do DNA cromossômico que são hibridizados com sondas marcadas por uma 

molécula repórter (fluoróforo). Assim, é possível detectar especificamente um único par de 

cromossomo ou mesmo sub-regiões cromossômicas como, por exemplo, o centrômero e 

telômero (Faleiro et al 2005). Os estudos com FISH tem demonstrado o envolvimento de 

sequências repetitivas de DNA nos processos de replicação, recombinação, expressão gênica, 

na diferenciação de cromossomos sexuais em peixes, e também em rearranjos cromossômicos 

como inversões e deleções, sendo responsáveis pelas variações cariotípicas observadas (Liu et 

al., 2001; Li et al., 2002). 

O DNA repetitivo é classificado em dois grupos principais, sequências de DNA 

“repetitivas organizadas in tandem” ou “repetitivas diversas”, sendo a primeira representada 

por, minissatélites e microssatélites e sequencias que codificam RNA ribossomais, e a segunda 

que englobam os elementos transponíveis do genoma como sequencias transposons e 

retrotransposons (Sumner, 2003; Guerra, 2004). 
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O DNA microssatélite é um tipo de DNA repetitivo formados por regiões dispersas em 

números variados de repetições de dinucleotídeos (Torres, et al., 2004), as sequencias de DNA 

ribossomal estão organizadas e duas famílias multigênicas, o DNAr 45S que codifica o RNAr 

18S, 5,8S e 28S, sendo que 18S o mais utilizado em peixes, formando blocos com repetições 

de um ou mais pares, podendo ser observado pela coloração por Nitrato de prata (Guerra, 2004; 

Junior & Martins, 2004) e DNAr 5S que é uma sequência mais variada, podendo ser encontrada 

em um par ou mais pares, de acordo com a espécie a ser estudada (Guerra 2004). Os elementos 

transponíveis tem capacidade de se replicar fazendo cópias de si mesmo e movendo-se para 

outras regiões no genoma (Torres, et al., 2004; Thomas, et al., 2011). Os retrotransposons se 

propagam pela enzima transcriptase reversa com a habilidade de forma um filamento de DNA 

através de moléculas RNA (Torres et al., 2004). 

 

 

1.1.3 Estudos citogenéticos em Pimelodidae, Ordem Siluriformes  

 

Os estudos citogenéticos em peixes neotropicais são mais comuns na ordens 

Characiformes e Siluriformes (Artoni et al., 2000). Entre os siluriformes observamos o extremo 

da variação em número diplóide de 20 cromossomos em Pterolebis longipinnis até 134 em 

Corydoras aeneus. Na família Loricariidae foram estudadas 56 espécies, que revelaram uma 

variação de 2n=36 em Rineloricaria latirostris até 2n=80 em Hypostomus sp. (Oliveira et al., 

2000; Oliveira et al, 2006).  

Na família Pimelodidae 32 espécies foram estudadas e revelaram um padrão 

conservativo da macroestrutura cariotípica, sendo que a maioria dos cariótipos observados 

mostrou número diplóide 2n=56 cromossomos, destes apenas seis espécies possuem o número 

diplóide diferente de 56 cromossomos, sendo elas: Calophysys macropteros, 2n=50 (Ramirez-

Gil et al., 1998), Pimelodus blochii, 2n=58 (Della-Rosa et al., 1980), Pimelodus fur, 2n=54 

(Garcia & Moreira-Filho, 2008), Pinirampus pirinampu, 2n=50 (Vasconcelos & Martins-

Santos, 2000), Luciopimelodus plati, 2n=50 (Sánchez et al., 2006) e Megalonema platanum, 

2n=54 (Sánchez et al., 2000; Carvalho-Costa et al., 2011). 

Além da variação do número diplóide básico de 2n=56, o gênero Pimelodus apresenta 

variação como a presença de cromossomos B, observado nas espécies P. ortmanni e Pimelodus 

sp. (Borin & Martins-Santos, 2004).  Souza et al. (2004a) encontraram número diplóide 2n = 

56 cromossomo e NOR simples nas espécies Pimelodus sp., P. heraldoi, P. maculatus, P. 

argenteus e P. mysteriosus. O estudo realizado por Treco & Dias (2009) com Pimelodus 



6 
 

paranaensis e Pimelodus heraldoi, também evidenciaram o número diplóide 2n = 56 

cromossomos, onde a NOR foi identificada em um par de cromossomo subtelocêntrico, sendo 

que P. paranaensis foi localizado no par 24 e em P. heraldoi, no par 23. Souza et al (2004b) 

analisando o cariótipo de P. heraldoi e P. sp., foi encontrado 2n = 56 cromossomos com 

variação em sua fórmula cariotípica, com presença de NOR no braço longo de um cromossomo 

subtelocêntrico.  Neto et al (2011) encontrou 2n = 56 cromossomo em Pimelodus britskii, com 

NOR múltipla. Della-Rosa et al (1980), descreveu Pimelodus blochii do rio Solimões – AM, 

2n=58 cromossomos.  Farias et al (2000) caracterizou P. blochii do Rio Araguaia, MT, com 2n 

= 56 e NOR simples em um par telocêntrico. Por outro lado, Silva et al (2004) encontrou 

variação na população de P. blochii do rio Araguaia, MT, com 2n=56/58 cromossomos.  

A localização do DNAr 18S já foi mapeada nas posições terminais de um par de 

cromossomo curto, e um par de cromossomo longo ou no centrômero dos cromossomos, essas 

marcações foram observadas em Pimelodus sp., P. heraldoi, P. maculatus. Em P. argenteus e 

P. mysteriosus a sonda 18S foi localizada no braço curto do cromossomo subtelocentrico, 

confirmando a NOR (Souza et al, 2004). Em Iheringchthys labros, na posição terminal do braço 

longo (Carvalho et al, 2010). 

Nas espécies Pseudoplatystoma reticulatum, foi localizado na região terminal do 

cromossomo submetacêntrico, confirmada pela NOR Pimelodus britskii, foi encontrado na 

região terminal do cromossomo subtelocêntrico, em sintenia com 5S, confirmado pela NOR, 

Steindachneridion parahybae localizado na posição terminal de um par de cromossomo 

submetacêntrico, confirmado pela NOR e Sorubim lima, localizado na posição terminal do 

cromossomo subtelocêntrico, confirmado pela NOR (Neto, et al, 2011). 

Em Hemisorubim platyrhynchos, o DNAr 18S foi encontrado em um par cromossomo 

na posição terminal do subtelocêntrico (Swarça et al, 2013). Prado et al, (2012) em estudo com 

as espécies Pseudoplatystoma corruscans e P. reticulatum foi confirmado a localização dos 

genes ribossomais 18S em dois pares de cromossomos subtelocêntrico, correspondendo a NOR. 

Em Pimelodus blochii presente estudo a localização da sonda 18S foi observada no centrômero 

de um par de cromossomo submetacêntrico.  

Com tudo o trabalho de Souza et al, (2004), mencionado anteriormente as marcações 

com a sonda 5S DNAr, nas espécies estudadas também foram encontrados nas regiões distais 

de em um par de cromossomo submetacêntrico, assim como no trabalho de Carvalho et al, 

(2010) a espécies Iheringchthys labrosus a sonda 5S foi localizada um par subtelocêntrico, em 

posição intersticial do braço longo próximo ao centrômero. No trabalho de Neto et al, (2011), 

as Pseudoplatystoma reticulatum, Steindachneridion parahybae e Sorubim lima, a marcação da 
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sonda 5S foi observada em um par de cromossomo acrocêntrico e P. britiskii apresentou 

marcação no par de cromossomos submetacêntrico na região intersticial e na região terminal do 

cromossomo subtelocêntrico, sistêmico com 18S. 

Swarça et al (2007), em seu trabalho com revisão de Pimelodidae sugere a divisão da 

família em dois grupos com base na diferenciação do cariótipo: o “grupo Pimelodus” com as 

espécies que apresentarem 2n=56, e o grupo “Sorubiminae”, caracterizado de acordo com as 

análises citogenéticas e marcação pela NOR em um único par de cromossomo, sendo o primeiro 

com marcação no braço longo e o segundo na posição terminal do braço curto. 
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2 OBJETIVOS 
 

 

2.1 Objetivo Geral 

 

 Comparar os padrões citogenéticos de Pimelodus blochii provenientes dos rios 

Tapajós e baixo Amazonas. 

 

2.2 Objetivo específicos 

 

 Descrever os cariótipos da espécie Pimelodus blochii por marcadores de 

citogenética clássica e molecular; 

 Caracterizar as possíveis variações cromossômicas encontradas; 

 Discutir sobre a diversidade citogenética intraespecífica e a hipótese de 

Pimelodus blochii como um complexo de espécies; 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 
 

 

3.1 Locais de coleta e amostragem 

 

Exemplares de Pimelodus blochii foram coletados em quatro localidades: 1) Almeirim 

– PA, margem esquerda do rio o Amazonas, Comunidade do rio Chicaia (n=4); 2) Santarém – 

PA, margem direita do rio Tapajós, orla da cidade de Santarém (n=4); 3) Oriximiná – PA, 

margem esquerda do rio Trombetas, orla da cidade de Oriximiná e Lago Iripixi (n=1); 4) 

Itaituba – PA, margem direita do rio Tapajós, orla da cidade de Itaituba (n=2) (Figura 1). 

Os peixes foram capturados por pescadores artesanais dos próprios locais de coleta, 

utilizando-se malhadeiras, tarrafas e linhas com anzol. Após a coleta os peixes foram mantidos 

em tanques (caixa plástica 50L), contendo água do rio e aeradas mecanicamente por compressor 

de ar para uso em aquários. Nas localidades 2 e 3 os tanques foram transferidos para laboratórios 

da UFOPA, onde ocorreu a preparação cromossômica, enquanto que, nas localidades 1 e 4, as 

preparações foram conduzidas em laboratório de campo improvisado.  

 

 
Figura 1: Mapa do Brasil indicando a localização dos locais de coleta de Pimelodus blochii analisados no 

presente trabalho. 

 

 

 

 

 

Rio Amazonas 

Rio Tapajós 
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3.2 Preparações citogenéticas 

 

  Cromossomos mitóticos em metáfases foram obtidos a partir de tecidos renais (rim 

caudal) mediante tratamento por Colchicina 0.025% e foram anestesiados e mortos por imersão 

em eugenol segundo Bertollo et al (1987), Apêndice I. 

 

 

3.3 Registro de metadados e preservação de espécimes testemunho 

 

Todos os exemplares foram etiquetados com número de campo, pesados e fotografados. 

O comprimento padrão foi registrado em mm. Após a retirada de tecidos para estudos 

moleculares, os espécimes testemunho foram preservados por injeção e imersão em formol a 

10% por 48h e depois lavados em água corrente abundante e transferidos para recipientes com 

etanol a 70%. Ao final da pesquisa os exemplares serão depositados na Coleção Ictiológica do 

Instituto de Ciências e Tecnologia das Águas, UFOPA. A Figura 2 mostra o aspecto da 

coloração e morfologia externa dos exemplares coletados. 

 

 

3.4 Preparação das lâminas  

 

No laboratório, as preparações cromossômicas foram fixadas por mais dois ciclos de 

centrifugação e troca do fixador Carnoy. Ao final deste processo, os tubos foram deixados em 

volume proporcional ao tamanho do sedimento celular visando obter o adequado espalhamento 

dos cromossomos e evitando-se o excesso de material celular na lâmina. Para isso, deve-se 

gotejar 10 a 15 µl da suspensão celular sobre uma lâmina limpa e previamente umedecida com 

o vapor do banho Maria a 50°C. Após preparadas, as lâminas foram secas a temperatura 

ambiente e utilizadas para a análise convencional por Giemsa, envelhecidas em estufa a 60° C 

para uso em técnicas de bandeamento e estocadas em geladeira para uso das técnicas de 

marcação por fluorocromos ou hibridização in situ (FISH). 
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Figura 2. Aspectos da coloração a fresco e morfologia externa de Pimelodus blochii analisadas no presente 

estudo.  Espécimes de Oriximiná (A ,B,C, D), de Santarém (E), de Itaituba (F) de Almeirm (G, H). A barra equivale 

a 1 cm. 

 

 

3.5 Análise de coloração convencional e bandeamentos 

 

As lâminas foram coradas por 12 minutos com Giemsa diluída em tampão fosfato pH 

6,8 a 5%. A solução corante é depositada sobre a lâmina, que fica exposta horizontalmente em 

um suporte colocado na pia do laboratório. Após a lâmina ser coberta com o corante aguarda-

se por 12 minutos e em seguida lava-se com água destilada e deixa secar à temperatura 

ambiente. O bandeamento C, foi conduzido conforme o protocolo tradicional proposto por 
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Sumner (1972), Apêndice 3. Para o método de bandeamento NOR foi adotado o protocolo 

proposto por Howell & Black (1980), Apêndice 4. 

 

 

3.6 Coloração por fluorocromo Cromomicina A3 (CMA3) 

 

A marcação com Cromomicina A3 (CMA3), foi feita conforme o protocolo de 

Schweizer (1976). 

 

 

3.7 Detecção de sítios DNAr 18S e 5S por Hibridação in situ Fluorescente (FISH) 

 

As sondas para detecção dos sítios de DNA repetitivo DNAr 5S e 18S foram produzidas 

no próprio laboratório por meio da reação em cadeia da polimerase (PCR) utilizando-se os 

primers:  DNAr 5S (A 5’-TACGCCCGATCTCGTCCGATC-3‘ e B 5’-

CAGGCTGGTATGGCCGTAAGC-3’) (Komiya & Takemura, 1979); - DNAr 18S (IpF 

5’CCGCTTTGGTGACTCTTGAT e IpR 5’CCGAGGACCTCACTAAACCA) desenhados a 

partir da sequência completa do gene RNAr 18S de Ictalurus punctatus disponível nos bancos 

de dados do NCBI (National Center for Biotechnology Information 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov) (código identificador da sequência AF021880) e gentilmente 

cedido pela Dra. Eliana Feldberg (INPA). 

As reações de PCR foram compostas em volume de 25µl, contendo: 12,5 µl de PCR 

mastermix 2X (Fermentas), 0,5 μL de cada primer (5 mM); 1 μL de DNA genômico; 0,25 μL 

de Taq DNA polimerase (5U/ µl)(KAPA Biosystems) e 10,25 µl de água ultrapura estéril. 

Os ciclos de amplificação seguiram as seguintes etapas: a) 5S: 1 minuto a 94 ºC (desnaturação 

inicial); [1 minuto a 95 ºC, 1 minuto a 57 ºC e 1 minuto e 30 segundos a 72 ºC] ciclagem por 

35 ciclos; 5 minutos a 72 ºC (extensão final); b) 18S: 1 minuto a 95 ºC (desnaturação inicial); 

[1 minuto a 94 ºC, 1 minuto a 56 ºC e 1 minuto e 30 segundos a 72 ºC] ciclagem por 35 ciclos; 

5 minutos a 72 ºC (extensão final). As reações foram processadas no termociclador PxE 0.2 

(ThermoScientific). 

Os produtos de PCR foram visualizados em gel de agarose 1% corado com GelRed 

(Biotium-Uniscience) e nas reações positivas, foram marcados com biotina-14-dATP por nick 

translation usando-se o kit Bionick Labeling System (Invitrogen) e digoxigenina seguindo-se 

as instruções do fabricante. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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As reações de hibridização in situ foram realizadas de acordo com Pinkel et al. (1986) com 

modificações segundo o protocolo padronizado no LGBIO (Apêndice 5). Os sinais de 

hibridização foram detectados usando os anticorpos Avidina-FITC para o espectro verde e anti-

digoxigenina conjugada com Rodamina para o espectro vermelho. As metáfases foram 

contracorados com DAPI+Antifading.  

As melhores metáfases foram fotografadas digitalmente com auxílio do programa NIS-

Elements usando-se um microscópio de epifluorescência Nikon EclipseCsI dotado de câmera 

CCD monocromática. A montagem dos cariótipos e ajustes de brilho e contraste foi efetuada 

com auxílio do programa Adobe Photoshop 7.0. 

 

 

3.8 Análise cariotípica 

 

As lâminas foram analisadas em fotomicroscópio óptico, estabelecendo-se o número 

diploide modal pela contagem mínima de 30 metáfases por espécime, presente em cada 

espécie/população amostrada. As melhores metáfases foram capturadas com câmera digital 

Motic CCD de 10 megapixel acoplada ao fotomicroscópio Zeiss Axioskop 40. Os cariótipos 

montados digitalmente com auxílio do software Adobe Photoshop CS6. Na organização do 

cariótipo para o arranjo dos grupos observamos modelos previamente publicados na literatura 

e os pares cromossômicos foram classificados em metacêntricos (m), submetacêntricos (sm), e 

acrocêntricos (a), como proposto por Levan et al. (1964). 
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Capítulo 1  

 

 

VARIAÇÃO CARIOTÍPICA EM Pimelodus blochii (SILURIFORMES,  

PIMELODIDAE) DOS RIOS TAPAJÓS E BAIXO AMAZONAS 

 

Ivanny Coelho da Fonseca1, Luís Reginaldo Ribeiro Rodrigues2 

 

O gênero Pimelodus é constituído por 33 espécies, distribuídas endemicamente na região neotropical e 

com ocorrência registrada nas bacias do Araguaia, Tocantins, Amazonas, Paraná e Orinoco. No presente 

trabalho analisamos o cariótipo de P. blochii do rio Tapajós e baixo Amazonas. Foram analisados 95 

exemplares de P. blochii e o cariótipo foi caracterizado utilizando-se técnicas de coloração convencional 

por Giemsa, bandeamento C e marcações da Regiões Organizadoras de Nucléolos (RONs) com nitrato 

de prata, Cromomicina A3/DAPI e hibridação in situ fluorescente (FISH) Os resultados apontaram 

variação do número diplóide (2n=58 e 2n=56) entre amostras dos rios Tapajós e baixo Amazonas. 

Amostras de Itaituba, rio Tapajós, apresentaram cariótipo com número diplóide 2n=56 cromossomos 

enquanto que as de Santarém, Almeirim e Oriximiná mostraram 2n=58. As regiões organizadoras de 

nucléolos foram localizadas no braço curto de um par acrocêntrico, em posição semelhante aos sítios 

CMA3 positivos e localização da sonda DNAr18S. Os sítios DNAr18S e 5S foram co-localizados em 

um par cromossômico. Os resultados evidenciam divergência cariotípica entre a população de P. blochii 

do rio Tapajós e do baixo Amazonas, o que é interpretado em favor da hipótese de que P. blochii 

representa um complexo de espécies. 
 

 

Palavras chave: Cariótipo, Ag-NOR, FISH 
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Introdução 

 

O gênero Pimelodus é constituído por 33 espécies, distribuídas endemicamente na 

região neotropical, com ocorrência registrada nas bacias do Araguaia, Tocantins, Amazonas, 

Paraná e Orinoco (Maciel et al 2014). Na bacia amazônica são conhecidas oito espécies: 

Pimelodus albofasciatus, P. blochii, P. altissimus, P. jivaro, P. miscrostoma, P. ornatus, P. 

pictus e P. tetramerus (Ribeiro, 2006). Estudos citogenéticos realizados previamente no gênero 

Pimelodus mostraram que o número diplóide variou de 56 a 58 cromossomos (Maciel et al. 

2014; Rocha 2006).  

No pressente trabalho foi investigado Pimelodus blochii (Valenciennes 1840), 

popularmente conhecido como mandii, é distribuído endemicamente nas regiões neotropicais 

seu habita é de água doce (Eschmeyer e Fong, 2017). Estudos citogenéticos sobre P. blochii 

indicam um número diplóide 2n = 56/58  cromossomos em exemplares coletados no rios 

Tocantins – Araguaia e Solimões (Maciel et al. 2014; Rocha 2006). Estudos com as técnicas de 

AgNOR e Banda C e FISH DNAr 18S/5S, são poucos para P. blochii e algumas nem foram 

publicadas, haja vista que os trabalhos encontrados estão com enfoque em sua morfologia e 

reprodução (Ferreira et al 2014; Rocha, 2006). 

Tendo em vista que há ampla ocorrência desta espécie na região amazônica e o 

conhecimento ainda é raro, foi realizado análise citogenética básicas e moleculares em 

Pimelodus blochii de quatro localidade Almeirim, Itaituba, Oriximiná e Santarém, com o 

objetivo de identificar e comparar os padrões citogenéticos de P. blochii dos rios Tapajós, 

Amazonas e Trombetas. 

 

Materiais e Métodos 

 

As amostras foram obtidas de quatro localidades na região oeste do estado do Pará, 

compreendendo os rios Tapajós e baixo Amazonas: 1) localidade de Itaituba (n=2); 2) 

localidade de Santarém (n=4); 3) localidade de Almeirim (n=4); 4) localidade de Oriximiná 

(n=1). Os peixes foram coletados com o auxílio de pescadores artesanais, moradores dos 

próprios locais de coleta, os quais utilizaram como apetrechos de pesca: malhadeiras, linha e 

anzol e tarrafa. Após a retirada de amostra biológica para o estudo citogenético, os peixes foram 

etiquetados com número de campo, fotografados e o comprimento padrão. Finalmente os 

espécimes foram fixados em formol a 10% e após 48h transferidos para recipientes com etanol 
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a 70%. Os espécimes encontram-se provisoriamente depositados no Laboratório de Genética e 

Biodiversidade – UFOPA. 

 A obtenção dos cromossomos seguiu conforme o protocolo descrito por Bertollo et al. 

(1987). Foram utilizados analises convencional por coloração com Giemsa, bandeamento C 

(Summer, 1972) e marcação das regiões organizadoras de nucléolo Ag-NOR (Howell& Black, 

1980). Regiões ricas em pares de base GC foram localizadas pela marcação com Cromomicina 

A3 contrastada com verde metil (Schweizer 1976; Donlon & Magenis, 1983). A detecção dos 

sítios de DNA ribossomal 18S e 5S foram realizadas por hibridização in situ (FISH) de acordo 

com Pinkel et al. (1986) com modificações segundo o protocolo padronizado no LGBIO 

(Apêndice 5).  Os sinais de hibridização foram detectados usando os anticorpos Avidina-FITC 

para o espectro verde e anti-digoxigenina conjugada com Rodamina para o espectro vermelho. 

As metáfases foram contrastadas com DAPI associado ao antifading Vectashield.  

As melhores metáfases foram capturadas com câmera digital CCD acoplada ao 

fotomicroscopio NIKON Eclipse CI e os cariótipos foram montados com o auxílio do software 

Adobe Photoshop CS6.  Na organização do cariótipo para o arranjo dos grupos observamos 

modelos previamente publicados na literatura e os pares cromossômicos foram classificados 

em metacêntricos (m), submetacêntricos (sm), e acrocêntricos (a), como proposto por Levan et 

al. (1964). 

 

Resultados 

 

Foram observados cariótipos com 2n=56 nas amostras de Itaituba, rio Tapajós e 2n=58 

na amostras de Santarém, Almeirim e Oriximiná, entretanto, nestes últimos nota-se variação da 

fórmula cariotípica, sendo 30m/sm+28a nas amostras de Santarém e Almeirim, e 26m/sm+32a 

nas amostras de Oriximiná (Figura 3). 

O bandeamento C revelou pequeno acúmulo de heterocromatina constitutiva 

principalmente na região centromérica. Nas amostras de Almeirim, dois blocos 

heterocromáticos foram fortemente evidenciados nos braços curtos dos pares 1 e 3, o que não 

se repetiu nas amostras de outras localidades (Figura 4). 

A Ag-NOR foi localizada em um par de cromossomo acrocêntrico na posição do 

centrômero (Figura 5). Este padrão de NOR foi coincidente com a localização de sondas DNAr 

18S (Figura 5). Entretanto, uma marca adicional da sonda DNAr18S foi observada em posição 

subterminal de um cromossomo na amostra de Itaituba, sendo neste co-localizada com a sonda 

DNAr 5S (Figura 5E). Nas amostras de Oriximiná e Almeirim, a sonda DNAr5S marca um par 
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cromossômico sendo co-localizada com a sonda DNAr18S (Figura 5G, H). Na primeira, os 

sinais das sondas DNAr18S (verde) e DNAr5S (vermelho) apresentam-se visualizados lado a 

lado (Figura 5G), enquanto que na segunda parece ocorrer uma sobreposição dos sinais de 

fluorescência (Figura 5H). Nas amostras de Itaituba e Santarém, os sítios DNAr 5S foram 

observados em dois cromossomos, porém apenas um deles mostrou co-localização com a sonda 

DNAr18S (Figura 5E, F). 

A marcação de sítios ricos em GC pela CMA3 revelou um par cromossômico marcado 

nas amostras de Santarém e Oriximiná, cuja localização coincide com a marcação das NOR 

(Figura 6). 

 

 Discussão  

 

Estudos citogenéticos prévios em P. blochii mostraram a ocorrência de 2n = 58 e 2n=56 

cromossomos com variação da fórmula cariotípica entre os diferentes locais de coleta (Farias 

et al. 2000; Silva et al. 2004; Della-Rosa et al.1980). Tal variação também foi detectada no 

presente trabalho, os espécimes coletados em Santarém na confluência dos rios Tapajós e 

Amazonas e Almeirim (rio Amazonas) mostraram 2n=58 e mesma fórmula cariotípica, 

enquanto que, espécimes de Oriximiná com 2n=58 cromossomo mas tiveram variação da 

fórmula cariotípica. Amostras de P. blochii do rio Solimões no estado do Amazonas também 

apresentaram 2n=58 (Della-Rosa et al,. 1980).  

Por outro lado, Pimelodus blochii da localidade de Itaituba, rio Tapajós apresentou 

número diploide de 2n=56, da mesma forma como observado em amostras do rio Araguaia 

(Silva et al. 2004). Uma diferença do número diploide de 58 para 56 poderia ser explicada por 

um rearranjo cromossômico do tipo fusão/fissão, enquanto que, para explicar variações do 

número de braços cromossômicos levando a modificação da fórmula cariotípica seriam 

necessários rearranjos do tipo inversão pericêntrica e/ou adição de heterocromatina levando ao 

aparecimento de pequenos braços curtos. 

O padrão de marcação Ag-NOR simples sendo um par de cromossomo acrocêntrico 

marcado nas região do centrômero é o mais comum encontrado nos peixes, e tem sido 

previamente observado em Pimelodus. Entretanto, variações deste padrão com NOR localizada 

no braço longo de cromossomos submetacêntricos e acrocêntricos já foram observadas em 

Pimelodus mysteriosus (Azepelicueta, 1998), P. ornatos (Borin e Martins – Santos, 2002; 

Swarça et al. 2007) e P. argenteus (Perugia, 1891) da bacia do Paraguai e da bacia do rio Paraná.  
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Figura 3. Cariótipo de Pimelodus blochii de Itaituba (A), Santarém (B), Almeirim (C), 

Oriximiná (D), Coloração convencional com giemsa. 
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Figura 4: Padrão de bandeamento C em Pimelodus blochii do rio Tapajós e baixo 

Amazonas. A) amostra proveniente de Itaituba, B) amostra proveniente de Almeirim, C) 

amostra proveniente de Oriximiná. 
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Figura 5.  Metáfases de Pimelodus blochii evidenciando a localização da NOR (A, B, 

C, D) e dos sítios DNAr18S (verde) e DNAr5S (vermelho). Amostras proveniente de Itaituba 

(A, E) Santarém (B, F) e Oriximiná (C, G) e Almeirim (D, H). 
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Figura 6: Metáfases de Pimelodus blochii mostrando sítios ricos em GC (seta) marcados 

por Cromomicina A3. A) amostra proveniente de Santarém, B) amostra proveniente de 

Oriximiná. 

 

A marcação de sítios GC por CMA3 como observada no presente estudo, coincide com 

o padrão previamente encontrado em Pimelodus sp e P. ortmani do rio Iguaçu (Borin e Martins-

Santos, 2004), Parapimelodus nigribarbis e P. maculatus no lago Guaíba, Rio Grande do Sul 

(Treco et al. 2008); P. heraldoi do rio Tabagi, Pimelodus sp,  do rio Iguaçu; P. argenteus, P. 

maculatus e P. mysteriosus  do rio Paraguai (Souza et al. 2004), P. fur, P. heraldoi, P. 

maculatus, Pimelodus sp. (Ferreira et al. 2014), o que demonstra um alto conservadorismo 

destas regiões cromossômicas. 

A co-localização dos sítios de DNAr5S e 18S não é um padrão comumente observado 

no genoma de peixes (Martins e Galetti Junior, 1999; 2001; Martins e Wasko 2004), entretanto, 

isto tem sido observado em algumas espécies, inclusive de Pimelodus, como é o caso de P. 

maculatus (Moraes-Neto, 2011). A ocorrência de sítios DNAr 5S em um par cromossômico, tal 

como observado no presente trabalho, já foi previamente detectada em Pimelodus do Alto rio 

Paraná, rio Paraguai, rio Iguaçu e rio Paraíba do Sul (Ferreira et al. 2014). Entretanto, o padrão 

com múltiplos sítios já foi observado em Pimelodus mysteriosus, P. paranaenses e P. britiski 

(Sousa 2003; Girardi, 2015). 
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Nos estudos com Pimelodidae a presença de um par de cromossomo no sitio de DNAr 

5S é esperado, no entanto em Pimelodus é esperado a presença de sítios múltiplos, podendo 

indicar a presença de rearranjos cromossômicos do tipo transposição/ translocação, o qual 

ocorre durante o processo de especiação do grupo (Girardi, 2015).   

 

 

Conclusão  

Pimelodus blochii do rio Tapajós, região de Itaituba, possui cariótipo com 2n=56 sendo 

distinto de P. blochii do baixo Amazonas (Santarém, Almeirim e Oriximiná) que apresentam 

cariótipos com 2n=58. A variação cariotípica observada apoia a hipótese de que P. blochii 

representa um complexo de espécies. 
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Apêndice A. 1. Espécimes de Pimelodus blochii colecionados no presente trabalho  

 

Nome comum Espécie Localidade C. padrão (mm) Peso (g) 

1. mandi P. blochii Rio Tapajós, Orla da cidade de Santarém  138 43 

2. mandi P. blochii Rio Tapajós, Orla da cidade de Santarém 135 52 

3. mandi P. blochii Rio Tapajós, Orla da cidade de Santarém 134 50 

4. mandi P. blochii Rio Tapajós, Orla da cidade de Santarém 133 47 

5. mandi P. blochii Rio Tapajós, Orla da cidade de Santarém 135 49 

6. mandi P. blochii Rio Tapajós, Orla da cidade de Santarém 125 25 

7. mandi P. blochii Rio Tapajós, Orla da cidade de Santarém 18 49 

8. mandi P. blochii Rio Tapajós, Orla da cidade de Santarém 100 60 

9. mandi P. blochii Rio Tapajós, Orla da cidade de Santarém 94 20 

10. mandi P. blochii Rio Tapajós, Orla da cidade de Santarém 104 25 

11. mandi P. blochii Rio Tapajós, Orla da cidade de Itaituba 133 32 

12. mandi P. blochii Rio Tapajós, Orla da cidade de Itaituba 135 35 

13. mandi P. blochii Rio Tapajós, Orla da cidade de Itaituba 159 87 

14. mandi P. blochii Rio Tapajós, Orla da cidade de Itaituba 165 60 

15. mandi P. blochii Rio Tapajós, Orla da cidade de Itaituba 149 48 

16. mandi P. blochii Rio Tapajós, Orla da cidade de Itaituba 132 30 

17.  mandi P. blochii Rio Tapajós, Orla da cidade de Itaituba 155 54 

18.  mandi P. blochii Rio Tapajós, Orla da cidade de Itaituba 130 42 

19.  mandi P. blochii Rio Tapajós, Orla da cidade de Itaituba 140 47 

20. mandi P. blochii Rio Tapajós, Orla da cidade de Itaituba 135 42 

21.  mandi P. blochii Rio Tapajós, Orla da cidade de Itaituba 145 44 

22. mandi P. blochii Rio Tapajós, Orla da cidade de Itaituba 150 55 

23. mandi P. blochii Rio Tapajós, Orla da cidade de Itaituba 144 56 

24. mandi P. blochii Rio Tapajós, Orla da cidade de Itaituba 143 61 

25. mandi P. blochii Rio Tapajós, Orla da cidade de Itaituba 132 45 

26. mandi P. blochii Rio Tapajós, Orla da cidade de Itaituba 130 42 

27.  mandi P. blochii Rio Tapajós, Orla da cidade de Itaituba 145 63 

28.  mandi P. blochii Rio Tapajós, Orla da cidade de Itaituba 135 43 

29.  mandi P. blochii Rio Tapajós, Orla da cidade de Itaituba 175 67 

30. mandi P. blochii Rio Tapajós, Orla da cidade de Itaituba 140 57 

31. mandi P. blochii Rio Tapajós, Orla da cidade de Itaituba 163 65 

32.  mandi P. blochii Rio Tapajós, Orla da cidade de Itaituba 130 32 

33.  mandi P. blochii Rio Tapajós, Orla da cidade de Itaituba 139 42 

34. mandi P. blochii Rio Tapajós, Orla da cidade de Itaituba 140 31 

35. mandi P. blochii Rio Tapajós, Orla da cidade de Itaituba 155 56 

36.  mandi P. blochii Rio Tapajós, Orla da cidade de Itaituba 142 54 

37. mandi P. blochii Rio Tapajós, Orla da cidade de Itaituba 144 56 

38.  mandi P. blochii Rio Tapajós, Orla da cidade de Itaituba 139 41 

39.  mandi P. blochii Rio Tapajós, Orla da cidade de Itaituba 130 44 

40.  mandi P. blochii Rio Tapajós, Orla da cidade de Itaituba 132 56 

41. mandi P. blochii Rio Tapajós, Orla da cidade de Itaituba 145 48 

42. mandi P. blochii Rio Trombetas, Orla da cidade de Oriximiná  128 47 

43.  mandi P. blochii Rio Trombetas, Orla da cidade de Oriximiná 140 63 

44. mandi P. blochii Rio Trombetas, Orla da cidade de Oriximiná 110 30 

45. mandi P. blochii Rio Trombetas, Orla da cidade de Oriximiná 134 51 

46. mandi P. blochii Rio Trombetas, Orla da cidade de Oriximiná 110 38 

47. mandi P. blochii Rio Trombetas, Orla da cidade de Oriximiná 134 47 

48.  mandi P. blochii Rio Trombetas, Orla da cidade de Oriximiná 126 44 

49.  mandi P. blochii Rio Trombetas, Orla da cidade de Oriximiná 105 22 

50. mandi P. blochii Rio Trombetas, Orla da cidade de Oriximiná 125 41 

51. mandi P. blochii Rio Trombetas, Orla da cidade de Oriximiná 120 36 

52. mandi P. blochii Rio Trombetas, Orla da cidade de Oriximiná 127 43 

53. mandi P. blochii Rio Trombetas, Orla da cidade de Oriximiná  130 47 

54. mandi P. blochii Rio Trombetas, Orla da cidade de Oriximiná 140 51 

55. mandi P. blochii Rio Trombetas, Orla da cidade de Oriximiná 138 26 

56. mandi P. blochii Rio Trombetas, Orla da cidade de Oriximiná 164 38 

57. mandi P. blochii Rio Trombetas, Orla da cidade de Oriximiná 143 49 

58. mandi P. blochii Rio Trombetas, Orla da cidade de Oriximiná 125 39 
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59. mandi P. blochii Rio Trombetas, Orla da cidade de Oriximiná 122 32 

60. mandi P. blochii Rio Trombetas, Orla da cidade de Oriximiná 118 33 

61. mandi P. blochii Rio Trombetas, Orla da cidade de Oriximiná 107 25 

62. mandi P. blochii Rio Trombetas, Orla da cidade de Oriximiná 107 25 

63. mandi P. blochii Rio Trombetas, Orla da cidade de Oriximiná 108 33 

64. mandi P. blochii Rio Trombetas, Orla da cidade de Oriximiná  120 32 

65. mandi P. blochii Rio Trombetas, Orla da cidade de Oriximiná 122 43 

66. mandi P. blochii Rio Trombetas, Orla da cidade de Oriximiná 123 38 

67. mandi P. blochii Rio Trombetas, Orla da cidade de Oriximiná - - 

68. mandi P. blochii Rio Trombetas, Orla da cidade de Oriximiná - 37 

69. mandi P. blochii Rio Trombetas, Orla da cidade de Oriximiná 123 42 

70. mandi P. blochii Rio Trombetas, Orla da cidade de Oriximiná 115 32 

71. mandi P. blochii Rio Amazonas, Próximo cidade de Almeirim 91 9 

72. mandi P. blochii Rio Amazonas, Próximo cidade de Almeirim 92 9 

73. mandi P. blochii Rio Amazonas, Próximo cidade de Almeirim 85 9 

74. mandi P. blochii Rio Amazonas, Próximo cidade de Almeirim 78 7 

75. mandi P. blochii Rio Amazonas, Próximo cidade de Almeirim 88 10 

76. mandi P. blochii Rio Amazonas, Próximo cidade de Almeirim 90 12 

77. mandi P. blochii Rio Amazonas, Próximo cidade de Almeirim 77 6 

78. mandi P. blochii Rio Amazonas, Próximo cidade de Almeirim 80 7 

79. mandi P. blochii Rio Amazonas, Próximo cidade de Almeirim 84 8 

80. mandi P. blochii Rio Amazonas, Próximo cidade de Almeirim 97 11 

81. mandi P. blochii Rio Amazonas, Próximo cidade de Almeirim 72 4 

82. mandi P. blochii Rio Amazonas, Próximo cidade de Almeirim 79 7 

83. mandi P. blochii Rio Amazonas, Próximo cidade de Almeirim 78 7 

84. mandi P. blochii Rio Amazonas, Próximo cidade de Almeirim 86 8 

85. mandi P. blochii Rio Amazonas, Próximo cidade de Almeirim 87 9 

86. mandi P. blochii Rio Amazonas, Próximo cidade de Almeirim 83 7 

87. mandi P. blochii Rio Amazonas, Próximo cidade de Almeirim 70 5 

88. mandi P. blochii Rio Amazonas, Próximo cidade de Almeirim 75 6 

89. mandi P. blochii Rio Amazonas, Próximo cidade de Almeirim 79 7 

90. mandi P. blochii Rio Amazonas, Próximo cidade de Almeirim 78 5 

91. mandi P. blochii Rio Amazonas, Próximo cidade de Almeirim 77 10 

92. mandi P. blochii Rio Amazonas, Próximo cidade de Almeirim 70 5 

93. mandi P. blochii Rio Amazonas, Próximo cidade de Almeirim 76 6 

94. mandi P. blochii Rio Amazonas, Próximo cidade de Almeirim 77 6 

95. mandi P. blochii Rio Amazonas, Próximo cidade de Almeirim 67 5 
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Apêndice 2: Protocolo de preparação citogenética de peixes modificado de Bertollo et al 

(1987) 

1. Injetar, na cavidade intraperitoneal, uma solução aquosa de colchicina 0,025% na 

proporção de 0,01 ml/g do peso do animal; 

2. Deixar os peixes em tanque bem aerado por um período de 30 a 40 minutos.  

3. Decorrido esse tempo, anestesiar o peixe por imersão em banho de eugenol, sacrificar 

o animal e retirar o rim; 

4. Fazer lÂmina com material gônadal para identificação do sexo; 

5.  Colocar o rim em uma placa de vidro contendo solução hipotônica de cloreto de 

potássio (KCl) 0,075M; 

6. Fragmentar bem o tecido (rim) com auxílio de pinças de dissecação, e transferir o 

material para outra placa de petri. Completado esse processo com seringa desprovida de 

agulha, aspirando suavemente o material até se obter uma suspensão homogênea; 

7. Transferir a suspensão obtida para o tubo falcon de 1,5 ml adicionar 10 ml de solução 

hipotônica de cloreto de potássio (KCl) 0,075M e deixar a estufa a 37°C por 20 minutos;  

8. Ressuspender cuidadosamente o material com auxílio de uma pipeta de Pasteur, em 

seguida adicionar 0,5 ml de fixador Carnoy (álcool metílico: ácido acético 3:1) recém 

preparado e gelado; 

9. Centrifugar durante 10 minutos a 1000 rpm, descartando em seguida o sobrenadante; 

10. Adicionar com cuidado 5 ml de fixador Carnoy, deixando escorrer através da parede do 

tubo; ressuspender cuidadosamente o material com auxílio de uma pipeta de Pasteur; 

11. Repetir os itens 7 e 9 por mais duas vezes. Após a última centrifugação, depois de 

descartar o sobrenadante acrescenta-se cerca de 1 a 2 ml de fixador. 

12. Gotejar 10 a 15 ul da suspensão celular sobre uma lâmina limpa e previamente 

umedecida com ar da boca, e colocar no banho Maria a 50°C para secagem;  
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Apêndice 3: Protocolo para a técnica de bandeamento C segundo Sumner (1972), com 

modificações. 

1. Lâminas com 5 dias de envelhecimento, descoradas ou virgem 

2. Tratar a lâmina preparada com HCl 0,2 N A 42°, por 2 minutos; 

3. Lavar em água deionizada, á temperatura ambiente; 

4. Incubar a lâmina, por cerca de 1 minuto e 30 segundo, em solução de hidróxido de bário 

a 5%, filtrada e recém preparada a 42° C; 

5. Interromper a ação do hidróxido de bário, imergindo rapidamente a lamina em solução 

HCl 0,2 N (temperatura ambiente) e lavar em água destilada; 

6. Incubar a lâmina em solução 2XSSC (cloreto de sódio 0,3M e citrato trisódico 0,003M, 

pH 6,8) em banho-maria a 60° C, por um período de 25 minutos; 

7. Lavar várias vezes em água destilada e secar ao ar.  

8. Corar com Giemsa (diluído a 5% em tampão de fosfato 0,06M e pH 6,8), por 25 

minutos; 

9. Lavar com água destilada e secar ao ar.  

 

 

Apêndice 4: Protocolo para a técnica de marcação da NOR por nitrato de Prata (Howell & 

Black, 1980)  

 

1. Lâmina com no mínimo 72 horas de envelhecimento, descorada ou virgem; 

2. Colocar a lâmina com material em HCl 0,2N, 37°C por 10 minutos; 

3. Lavar e secar; 

4. Pingar sobre a lâmina uma gota de uma solução coloidal de gelatina; 

5. Adicionar sobre a gota de gelatina, duas gotas de solução aquosa de AgNO3 (nitrato de 

prata) a 50%; 

6. Cobrir com lamínula e colocar em uma câmara úmida, em banho-maria a 60°C por um 

período de 5 minutos; 

7. Após decorrido o tempo, quando a lâmina atingir uma coloração marrom dourada, 

lavar em água destilada permitindo que lamínula seja retirada pela água; 
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8. Deixar secar ao ar; 

9. Corar com Giemsa na proporção 14:0,5 por 1 minuto e meio 

 

Apêndice 5: Protocolo de hibridização in situ fluorescente (FISH) para hibridizar duas sondas 

simultâneas (Double-FISH).  

Tratamento de RNAse (Se for sonda telomérica é dispensável; se for sonda DNAr é 

indispensável) 

1. As lâminas foram lavadas em tampão PBS 1x durante 5min. Em temperatura ambiente. 

(shaker); 

2. Desidratar as lâminas em série alcoólica 70, 85 e 100%, 5 min. Cada (secar); 

3. As lâminas foram incubadas em 90µ de RNAse (0,4% RNAse/2xSSC) a 37°C por 1 

hora em câmara úmida com água mili-Q; 

4. Lavar 3x por 5 minutos em 2xSSC;  

5. Lavar durante 5 min em PBS 1x 

 

Fixação 

 

6. Fixar em formaldeído 1% em PBS 1x/50mM MgCl2 durante 10 minutos a temperatura 

ambiente; 

7. Lavar em PBS 1x por 5minutos (shaker); 

8. Desidratar as lâminas em séries alcoólicas (70, 85 e 100%), por 5 minutos cada; 

 

Pré – hibridação 

 

9. Simultaneamente a desidratação em série alcoólica desnaturar a solução de hibridização 

a 99 °C (água aquecida em bécker) por um período de 10 minutos e passa-la imediatamente ao 

gelo; 

10. Desnatura o DNA cromossômico com formamida 70% em 2xSSC a 70 °C por 5 minutos 

(Só aquecer a formamida na hora do uso). A água do banho maria tem que estar a altura do 

frasco com a formamida que após o uso pode ser reutilizada. 

11. Desidratar o material em série alcoólica 70, 85, 100% durante 5 minutos cada. PS. O 

álcool a 70% deverá está a -20 °C; 
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Hibridação  

 

Coloca 40µl de solução de hibridação sobre cada lamínula e inverter a lamina sobre a lamínula. 

Manter as laminas com o material voltado para baixo em câmara úmida (2xSSC) a 37 °C 

overninght; 

 

Lavagem segundo dia  

 

12.  Lavar 2 vezes com formamida 15% a 42 °C durante 42 minutos cada (shaker); 

13. Lavar as lâminas durante 5 minutos em solução Tween 0,5%, temperatura ambiente 

(shaker); 

 

Detecção do sinal  

 

14. Incubar as lâminas em tampão FNDM por 15 minutos (não balançar); 

15. Lavar 2 vezes com Tween 5% temperatura ambiente por 5 minutos (shaker); 

16. Para FISH dupla: mix contendo; 

a) Prepara (8 lâminas); (2µL de estreptavidina + 998 µL de NFDM); 

b) Para cada lâmina; 

- 20µL anti digoxigenina-rodamina (1:200) 

- 100µL da solução preparada no passo a (estreptavidina + NFDM); 

17. Colocar sobre a lamínula 100 µl do mix (antidigoxigenina + estreptavidina/NFDM). 

Inverter a lâmina sobre a lamínula. Incubar a lâmina por 40 minutos em úmida a 37°C 

18. Lavar 3 vezes com Tween 0,5% temperatura ambiente por 5 minutos (shaker); 

19. Desidratar o material em séries alcoólica 70, 80 e 100% durante 5 minutos cada. Ao 

final esperar secar   

 

Montagem: 

 

20. Montar a lâmina com 20 µl de antifade + 1 µl de DAPI (para cada lâmina) e cobrir com 

lamínula. Colocar sobre cada lamínula 21µl do meio de montagem. 
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Apêndice 5: Protocolo para a técnica de marcação por Cromomicina A3 e DAPI (Schweizer, 

1976). 

 

1. Laminas envelhecidas  

2. Colocar sobre a lamínula 200µl de CMA 3  por 40 minutos; lavar com tampão 

McILvaine, pH 5,6; secar a temperatura ambiente  

3. Incubar no Verdi metil por 40 minutos; lavar com tampão McILvaine, pH 5,6; secar a 

temperatura ambiente  

4. Colocar 200 µl de DAPI e cobrir com lamínula por 40 minutos; lavar com tampão 

McILvaine, pH 5,6; secar a temperatura ambiente 

5. Montas lâmina-lamínula com antifade Vectashield, retirar o excesso em bloquinho de 

papel filtro; 

6. Selar com esmalte e guardar na geladeira em uma caixa escura para impedir a 

penetração de luz pelo período de 2 a 4 dias. 

 




