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 Este trabalho propõe a caracterização citogenética, por metodologias clássicas (coloração 
por Giemsa, bandamente C e impregnação por nitrato de prata), de uma população de 
Astyanax bimaculatus oriunda de um tributário do lago de Itaipu, na região do município de 
Santa Helena – PR, e compará-los com espécies já descritas. As dificuldades na identificação 
e determinação de relações filogenéticas ocorrem devido às espécies crípticas do gênero 
Astyanax, que acabam sendo agrupadas em táxons polifiléticos, como o grupo Astyanax 
bimaculatus, formado por aproximadamente 22 espécies e subespécies. Foram coletados e 
analisados 4 exemplares do grupo A. bimaculatus, sendo dois machos e duas fêmeas onde 
foi encontrado o número diploide 2n = 50 cromossomos tanto em machos, quanto em 
fêmeas. As análises do padrão de distribuição da heterocomatina, a maioria dos estudos 
tem evidenciado padrões de distribuição centroméricos, teloméricos e intersticiais 
proximais, na população estudada, encontra-se nas regiões centroméricas de seis pares de 
cromossomos e terminais em outros dois pares. As regiões organizadoras de nucléolos 
(NORs), neste estudo, mostraram um padrão simples de marcação, na região terminal do 
braço curto em um par de cromossomos submetacêntricos, diferente do padrão geralmente 
encontrado em outros estudos do grupo. 

 

PALAVRAS-CHAVE: Cromossomo. Characiformes. Lago de Itaipu. 

ABSTRACT 

This work proposes the cytogenetic characterization, by classical methodologies (staining 
by Giemsa, C band and silver nitrate impregnation), of a population of Astyanax bimaculatus 
from a tributary of the Itaipu lake, in the region of the municipality of Santa Helena - PR, 
and compare them with species already described. The difficulties in the identification and 
determination of phylogenetic relationships occur due to the cryptic species of the genus 
Astyanax, which end up being grouped into polyphyletic taxa, such as the Astyanax 
bimaculatus group, formed by approximately 22 species and subspecies. Four specimens 
from the group A. bimaculatus were collected and analyzed, two males and two females 
where the diploid number 2n = 50 chromosomes was found in both males and females. 
Analyzes of the heterocomatin distribution pattern, most studies have shown proximal 
centromeric, telomeric and interstitial distribution patterns, in the studied population, is 
found in the centromeric regions of six pairs of chromosomes and terminals in two other 
pairs. The nucleolus organizing regions (NORs), in this study, showed a simple pattern of 
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marking in the terminal region of the short arm on a pair of submacentric chromosomes, 
different from the pattern generally found in other studies of the group. 

KEYWORDS: Chromosome. Characiformes. Itaipu lake. 

INTRODUÇÃO 

Os peixes representam um grupo interessante para estudos da variabilidade 
genética e processos evolutivos por se encontrarem numa posição basal na 
filogenia e por ser um grupo muito diversificado. Deste modo, devido ao aumento 
dos estudos de sistemática e filogenia, muitos grupos, tem aumentado o número 
de espécies descobertas, em contrapartida, devido a descrições errôneas e 
descoberta de sinonímias, alguns grupos tem diminuído (NELSON, 2006). 

Para um melhor entendimento das relações evolutivas entre populações de 
peixes, ferramentas como a citogenética, tem sido fundamentais, além de auxiliar 
na caracterização e diferenciação de espécies similares, quando associado com 
dados de comportamento, biologia, biogeografia e dados morfológicos (PRIOLI et 
al., 2002; MATOSO et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2009)  

Astyanax é um taxon polifilético com diversas espécies e distribuição desde o 
sul dos Estados Unidos até a região central da Argentina. São peixes de pequeno 
porte, popularmente conhecidos como lambaris ou piabas (LIMA et al., 2003; 
ESCHMEYER & FONG 2015). Devido à grande semelhança entre as espécies e 
delimitações taxonômicas pouco detalhadas torna difícil a identificação e o 
estabelecimento de relações filogenéticas dentro do gênero (MELO, 2001; 
MIRANDE, 2010; OLIVEIRA et al., 2011). 

Para resolver problemas de ordem taxonômica, evolutiva e ecológica a 
citogenética é uma excelente ferramenta. O grupo Astyanax bimaculatus formado 
por aproximadamente 22 espécies e subespécies caracterizadas pela presença de 
uma mancha umeral negra e horizontalmente ovalada, duas barras verticais 
marrons e uma mancha negra no pedúnculo caudal (LUCENA & SOARES, 2016). 

A utilização de marcadores cromossômicos possibilita a análise de possíveis 
homeologias, além de possibilitar a verificação de divergências citogenéticas 
interespecífica em unidades biológicas morfologicamente semelhantes (espécies 
crípticas). Análises cromossômicas e morfológicas sugerem que o grupo A. 
bimaculatus pode conter aproximadamente 22 espécies (LUCENA & SOARES, 
2016). Outrossim, a identificação de diferenças cromossômicas pode auxiliar na 
elucidação de problemas de ordem taxonômica e evolutiva. 

O gênero Astyanax é considerado um dos mais diversos dentro da família 
Characidae. Apresentam uma grande variação cromossômica (TENORIO, 2013), 
sendo que a maioria apresenta o número diploide (2n) de 50 cromossomos, mas 
podendo variar de 36 cromossomos, como em A. schubarti (DANIEL-SILVA, 2005) 
à 2n = 50 como acontece com A. scabripinis (CASTRO, 2015), além disso, para 
auxiliar na diferenciação das espécies, apresenta variação nas fórmulas cariotípicas 
(GAVAZZONI et al., 2018).  
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Em diversos grupos de peixes, assim como também em Astyanax a 
variabilidade da posição de blocos heterocromáticos e de regiões organizadoras 
de nucléolo (NORs) é útil para compreender o processo de evolução e 
diferenciação de cariótipo ((MARGARIDO & GALETTI-JR., 2000; MANTOVANI et al., 
2004). No gênero Astyanax encontramos variações do número fundamental, na 
fórmula cariotípica e regiões organizadoras de nucléolo, polimorfismos de 
heterocromatina, casos de triploidia além de ocorrência de cromossomos B 
(MORELLI et al., 1983; KAVALCO et al., 2007; MACHADO et al., 2012). 

METODOLOGIA 

Coletas  

Os espécimes de Astyanax foram coletados no Córrego São Gabriel 
(24º56'47.0''S 54º19'00.0''W), com auxílio de redes e/ou tarrafas (Licença 
permanente SISBIO 38532-2), levados vivos para o laboratório de Ictiologia e 
Limnologia da Universidade Tecnológica Federal do Paraná – Campus Santa 
Helena, e mantidos em aquários aerados. Posteriormente, os mesmos foram 
eutanasiados por overdose de óleo de cravo (GRIFFITHS, 2000) para retirada de 
tecidos para preparações citogenéticas. 

Os animais coletados foram depositados na Coleção de Ictiologia da 
Universidade Tecnológica Federal do Paraná, Câmpus Santa Helena, como material 
testemunho. O presente Trabalho de Iniciação Científica está vinculado ao projeto 
intitulado “Caracterização citogenética e do DNA mitocondrial em espécies de 
Astyanax do grupo bimaculatus (Characiformes, Characidae) de pisciculturas da 
região do Lago de Itaipu e seus impactos sobre a espécie nativa A. altiparanae” 
que possui autorização de execução do Comitê de Ética no Uso de Animais da 
UTFPR (Protocolo CEUA: 2018-5). 

Análises Citogenética 

Obtenção de mitoses por tratamento “in vivo”: 

Para a obtenção de metáfases mitóticas utilizou-se o rim anterior, uma vez 
que este possui função hematopoiética. Para a preparação e obtenção de 
cromossomos mitóticos foi utilizada a técnica adaptada por Foresti et al. (1993). 
Injetou-se, intra-abdominalmente, no animal uma solução aquosa de Colchicina 
0,025%, na proporção de 1mL/100g de peso vivo. Após a injeção o poixe foi 
mantido em aquário bem arejado por aproximadamente uma hora. Decorrido esse 
tempo sacrificou se o animal para retirar a parte anterior do rim. O material obtido 
foi lavado em solução hipotônica (KCl 0,075M), e transferido para pequenas cubas 
de vidro contendo aproximadamente 10 ml desta mesma solução. Fragmentou-se 
o material com auxílio de pinças de dissecação e com seringas hipodérmicas, sem 
agulha, através de repetidos movimentos de aspiração e expiração do material, até 
obter uma suspensão celular homogênea. A solução obtida foi incubada por 20 
minutos a temperatura de 36 a 37°C. Na sequência o material foi cuidadosamente 
suspendido com auxílio de uma pipeta Pasteur, e esta suspensão finalmente 
transferida para um tubo de centrífuga. Acrescentou-se algumas gotas de fixador 
(metanol; ácido acético – 3:1) ao material o qual foi homogeneizado e centrifugado 
por 10 minutos a 500 – 800 rpm. O material sobrenadante foi descartado com 
auxílio de uma pipeta de Pasteur. Adicionou-se novamente de 5 a 7 ml de fixador, 
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deixando escorrer vagarosamente através das paredes do tubo. Homogeneizou-se 
novamente o material. Este procedimento foi repetido por duas vezes. Após a 
ultima centrifugação e eliminação do material sobrenadante, adicionou-se 1ml de 
fixador e o material foi guardado em freezer, em pequenos frascos tipo “Ependorf” 
para posterior utilização.   

Para se determinar o número e morfologia dos cromossomos, foi utilizada a 
coloração convencional por Giemsa e análise em microscópio óptico. 
Alternativamente, quando houver necessidade de processamento em campo, será 
utilizado a técnica descrita por e Blanco et al. (2012), que consiste em dissociar o 
rim anterior em meio hipotônico e posteriormente promover a fixação e 
armazenar, sendo que a finalização do processo de obtenção se dá após o retorno 
ao laboratório. 

Preparo de lâminas: 

1- Pingar 1-3 gotas de suspensão celular sobre uma lâmina limpa, aquecida 
entre 55 e 60°C, deixando-a secar ao ar. 

2- Corar a lâmina com Giemsa 5%, diluída em tampão fosfato (Na2HPO4 x 12 
H2O + KH2PO4 x 12H2O), pH=6,8, por 7 minutos, ou tratar a lâmina segundo as 
técnicas de impregnação por prata, bandamento-C ou hibridização in situ. 

Detecção de Regiões Organizadoras de Nucléolos (AgNORs): 

Regiões Organizadoras de Nucléolos são sítios de rDNA responsáveis pela 
síntese dos RNA ribossômicos. Entre as técnicas atualmente mais utilizadas para 
detecção das NORs está a de coloração pela prata. Estudos têm demonstrado que 
esta técnica evidencia apenas as NORs que estavam ativas na intérfase precedente. 
Foi utilizada a técnica de impregnação por nitrato de prata (HOWELL & BLACK, 
1980). 

Para preparar esta técnica utiliza-se 2 soluções: gelatina 2% que é a diluição 
de 2g de gelatina em 100 mL de água deionizada, e adiciona-se 1 mL de ácido 
fórmico PA e solução de nitrato de prata 50% que consiste na dissolução de 4g de 
Ag-NOR em 8 mL de água deionizada. 

O preparo da lâmina consiste em pingar duas gotas da solução de gelatina 
sobre uma lâmina já preparada com o material genético a ser estudado, e sobre 
estas gotas de gelatina mais duas gotas da solução de nitrato de prata 50%. Após 
isso a lâmina é coberta com a lamínula e levada a estufa, para secagem, até atingir 
a cor caramelo, quando é retirada da estufa e escorrida em água corrente, e 
finalmente colocada para secar ao ar. 

Detecção da distribuição da heterocromatina:  

Conhecida por conter genes que não são expressos, a heterocromtina é uma 
região condensada do cromossomo e é utilizada para preparar os cromossomos 
homólogos na montagem do cariótipo. 

Para a detecção de heterocromatina (bandas-C), foi utilizada técnica 
convencional de hidróxido de bário (SUMNER, 1972), com modificações na 
coloração que foi feita com iodeto de propidium (LUI et al., 2012).  

A técnica consiste na utilização de hidróxido de bário (BaOH) a 5% que rompe 
a ligação pentose-fosfato do nucleotídeo e Ácido clorídrico (HCl) 0,2N para 
depurinação, causando modificações na etapa de coloração. 
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Estudos cariotípicos: 

As preparações (Giemsa, banda-C e AgNORs) foram analisadas em 
microscópio óptico. As contagens cromossômicas e observações mais detalhadas 
foram feitas com a objetiva de imersão, em aumento de 1000 vezes. As melhores 
metáfases foram capturadas em fotomicroscópio Olympus BX53 com câmera 
digital QColor5M. A classificação cromossômica seguiu o proposto por Levan et al. 
(1964) adotando-se os seguintes limites para a relação de braços (RB): 

RB= 1,00-1,70, metacêntrico (m); 

RB= 1,71-3,00, submetacêntrico (sm); 

RB= 3,01-7,00, subtelocêntrico (st); 

RB= maior que 7,00, acrocêntrico (a). 

Na determinação do número fundamental (NF), os cromossomos 
metacêntricos, submetacêntricos e subtelocêntricos foram considerados 
portadores de 2 braços cromossômicos e os cromossomos acrocêntricos, com 
somente 1 braço. 

RESULTADOS E DISCUSSÕES 

Foram coletados e analisados 4 exemplares do grupo A. bimaculatus, sendo 
dois machos e duas fêmeas. Nos exemplares de A. bimaculatus estudados foi 
encontrado o número diploide 2n = 50 cromossomos tanto em machos, quanto em 
fêmeas, evidenciando ausência de cromossomos sexuais heteromórficos (Fig. 1). 

Figura 1 - Metáfase de exemplar de Astyanax bimaculatus corado com Giemsa. 

 
Fonte: próprio autor 

As regiões organizadoras de nucléolos (NORs), reveladas pelo nitrato de prata, 
mostraram um padrão simples de marcação, na região terminal do braço curto em 
um par de cromossomos submetacêntricos, tanto em machos quanto em fêmeas 
(Fig. 2). 
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Figura 2 - Metáfase de Astyanax bimaculatus com impregnação de nitrato de prata (Ag-
NOR). As setas indicam as marcações por impregnação. 

 
Fonte: próprio autor 

 
Os resultados encontrados pela técnica de Banda C evidenciaram um padrão 

de distribuição da heterocromatina nas regiões centroméricas de seis pares de 
cromossomos e terminais em dois pares de cromossomos (Fig.3). É pertinente 
ressaltar que o padrão de distribuição heterocromático encontrado no presente 
trabalho manteve-se constante tanto em machos quanto em fêmeas. 

Figura 3 - Metáfase de Astyanax bimaculatus C bandada 

 
Fonte: próprio autor 
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DISCUSSÃO 

As espécies alocadas no gênero Astyanax apresentam vasta complexidade 
cromossômica (TENORIO, 2013), variando seu número diploide (2n) de 36 
cromossomos, encontrado em A. schubarti (DANIEL-SILVA, 2005), à 2n=50 em A. 
scabripinis (CASTRO, 2015), sendo que a maioria das espécies analisadas de 
Astyanax apresenta 2n=50, levando em conta também as muitas variações nas 
fórmulas cariotípicas encontradas (GAVAZZONI et al., 2018).   

As análises citogenéticas da população estudada revelou um número diploide 
de 50 cromossomos, número este comumente encontrado em espécies do grupo 
A. bimaculatus, (GAVAZZONI et al., 2018) podendo, assim, representar uma 
característica plesiomorfia do grupo.  

 Em relação às análises do padrão de distribuição da heterocomatina 
(bandamento-C) de espécies de A. bimaculatus a maioria dos estudos tem 
evidenciado padrões de distribuição centroméricos, teloméricos e intersticiais 
proximais (GAVAZZONI et al., 2018), na população estudada a distribuição da 
heterocromatina se encontra nas regiões centroméricas de seis pares de 
cromossomos e terminais em outros dois pares. Estas variações no número e 
posição das bandas heterocromáticas sugerem que este marcador pode ser 
relevante em estudos populacionais e até mesmo interespecíficos. 

 As regiões organizadoras de nucléolos (NORs), evidenciadas pela 
impregnação com nitrato de prata, neste estudo, mostraram um padrão simples 
de marcação, na região terminal do braço curto em um par de cromossomos 
submetacêntricos, diferente do padrão geralmente encontrado em outros estudos 
do grupo A. bimaculatus que as encontram em cromossomos acrocêntricos 
(GAVAZZONI et al., 2018). Esta diferença pode ser atribuída a rearranjos 
robertsonianos do tipo inversão pericêntrica incluindo o sítio de NOR. Vale 
ressaltar que a impregnação por nitrato de prata evidencia somente as Regiões 
Organizadoras de Nucléolo ativas em uma intérfase anterior necessitando, assim, 
de confirmação por hibridização in situ fluorescente (FISH) com sonda de rDNA 18S 
para precisão no número de sítios. 

CONCLUSÕES 

A população analisada apresenta número diploide de 50 cromossomos, porém 
com variações no padrão de distribuição da heterocromatina e nas regiões 
organizadoras de núcleo em relação a outros estudos. Devido a variação de 
distribuição da heterocromatina este marcador pode ser utilizado em futuros 
estudos para uma melhor diferenciação das espécies dentro do grupo A. 
bimaculatus. 
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