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Sinopse 

No presente trabalho, 12 espécies de Serrasalmidae, coletadas ao longo da 

Amazônia, foram estudadas por meio de análises citogenéticas. Comparações 

interespecíficas foram realizadas em coloração convencional, distribuição da 

heterocromatina, regiões organizadoras de nucléolo, DNAr 18S e 5S, 

sequências teloméricas e elementos retrotransponíveis Rex. Os resultados 

mostraram conservação no número diploide dentro de cada gênero e dentro de 

cada clado. No entanto, a análise de sequências repetitivas e distribuição da 

heterocromatina nos permitiu observar variações interespecíficas e 

intraespecíficas, como visto em espécies de Serrasalmus e a ocorrência de 

cromossomo B restrito a fêmeas em Metynnis lippincottianus.  

Palavras-Chave: Pacu, piranha, evolução cromossômica, DNA repetitivo, 

FISH. 
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Resumo 

Serrasalmidae é uma família de peixe endêmica da região neotropical, que abrange 

várias espécies de interesse comercial, incluindo peixes conhecidos pela voracidade, como as 

piranhas, e espécies de alto valor econômico, como o tambaqui. Apesar de monofilética, divide-

se em três grandes clados (“pacus”, “Myleus” e “piranha”) e apresenta grande diversidade tanto 

morfológica como cromossômica, com alguns complexos de espécies já descritos para o clado 

“piranha”. Mesmo com números diploides bem definidos em cada clado, a evolução cariotípica 

desse grupo ainda não é bem compreendida, principalmente no que diz respeito ao clado 

“Myleus”. Sendo assim, o presente trabalho teve como principal objetivo ampliar os dados 

citogenéticos em Serrasalmidae por meio do mapeamento de DNA repetitivo (DNAr 18S e 5S, 

sequências teloméricas e retroelementos da Rex) em espécies dos clados “Myleus” e “piranha”, 

visando compreender a organização genômica e os mecanismos de evolução cromossômica da 

família. Espécies de Serrasalmus consideradas complexos (S. maculatus e S. rhombeus) 

mostraram variações inter e intraespecíficas de sítios de DNAr 18S com localização 

coincidente com o retroelemento Rex1. Metynnis lippincottianus e M. maculatus apresentaram 

número diploide de 62 cromossomos, com marcações de RNAr 18S em dois pares de 

cromossomos e sítios de RNAr 5S em um par de cromossomos subtelocêntricos, em ambas as 

espécies. Entretanto, mesmo com macroestrutura cariotípica similar, variações inter e 

intraespecíficas no gênero foram encontradas, em particular a presença de um cromossomo B 

restrito às fêmeas de M. lippincottianus. Os exemplares de Metynnis cuiaba, M. hypsauchen, 

M. longipinnis, Myloplus asterias, M. lobatus, M. rubripinnis, M. schomburgkii e Tometes 

camunani mostraram diferenças no número diploide, fórmula cariotípica e localização das 

sequências ribossomais 18S e 5S. Sintenia dos DNAr 18S e 5S foi evidenciada nas três espécies 

de Metynnis, fato observado pela primeira vez na família. A análise desses dados evidenciou 

que existe uma variação no número diploide de 58 a 62 cromossomos com tendência ao 

aumento do 2n no clado derivado (“piranha”), sugerindo que a evolução cromossômica em 

Serrasalmidae envolveu uma série de rearranjos cromossômicos e ocorreu de forma 

independente em cada gênero estudado. 

 

Palavras-chave Pacu, piranha, evolução cromossômica, DNA repetitivo, FISH. 
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Abstract 

Serrasalmidae is an endemic family from the neotropical region that comprise several 

species of commercial interest, including fishes known for voracity, such as piranha, and 

species of high economic value, such as tambaqui. Considered a monophyletic family, it is 

divided into three clades (“pacus”, “Myleus” and “piranha”) and presents a diversity of 

morphological and chromosomal data, with some species complexes already described for the 

“piranha” clade. Although the diploid numbers were defined in each clade, the karyotypic 

evolution of this group is still not well understood, especially in the “Myleus” clade. Thus, the 

present work aimed expand the cytogenetic data of Serrasalmidae by mapping of repetitive 

DNA families (18S and 5S rDNA, telomeric probes and Rex retroelements) in species of the 

“Myleus” and “piranha” clades, in order to understand the genomic organization and the 

mechanisms of chromosomal evolution of the family. Species complex (S. maculatus and S. 

rhombeus) showed inter and intraspecific variations of 18S rDNA sites coincident with the 

Rex1 retroelement. Metynnis lippincottianus and M. maculatus showed a diploid number of 62 

chromosomes, with 18S rDNA markings on two chromosome pairs and 5S rDNA sites detected 

on the first pair of subtelocentric in both species. However, even with a similar karyotypic 

macrostructure, inter and intraspecific variations were found in each genus, in particular, the 

presence of a B chromosome restricted to M. lippincottianus females. The specimens of 

Metynnis cuiaba, M. hypsauchen, M. longipinnis, Myloplus asterias, M. lobatus, M. 

rubripinnis, M. schomburgkii and Tometes camunani showed differences in diploid number, 

karyotypic formula and location of ribosomal sequences. A synteny of 18S and 5S rDNA was 

evidenced in the three Metynnis species, a fact observed for the first time in the family. The 

analysis of these data showed a variation in the diploid number from 58 to 62 chromosomes 

and a tendency of 2n increase in the derived clade (“piranha”), however, the chromosomal 

evolution of Serrasalmidae involves a series of chromosomal rearrangements, that occour 

independently in each genus. 

 

Keywords: FISH, repetitive DNA, chromosomal evolution, piranhas, silver dollar. 
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1. Introdução 

1.1 Aspectos gerais de Serrasalmidae 

Serrasalmidae pertence à ordem Characiformes e abrange peixes conhecidos 

popularmente como piranhas e pacus. Espécies desta família são peixes de água doce, 

endêmicos da região Neotropical, com ampla distribuição pelos rios da América do Sul, sendo 

abundantes nas bacias Amazônica, do Orinoco e do Paraná-Paraguai. Abrange cerca de 98 

espécies válidas, distribuídas em 16 gêneros viventes e um extinto (Jégu 2003; Cione et al. 

2009; Fricke et al. 2019). Esses incluem as piranhas (gêneros: Catoprion, Pristobrycon, 

Pygocentrus, Pygopristis e Serrasalmus), conhecidas pelo comportamento agressivo e 

predatório e os pacus (Acnodon Colossoma, Metynnis, Myleus, Mylesinus, Myloplus, 

Mylossoma, Ossubtus, Piaractus e Tometes) (Jégu 2003; Nelson et al. 2016). Várias espécies 

de serrasalmídeos têm importância econômica e são utilizadas na pesca ou aquicultura, como 

os representantes dos gêneros Colossoma, Mylossoma e Piaractus (Junk 1984; Marshall 1995; 

Araújo Lima e Goulding 1998). 

Os peixes desta família são caracterizados por apresentarem corpo alto e lateralmente 

comprimido, nadadeira dorsal com mais de 16 raios, uma série de espinhos abdominais e pela 

presença de um espinho pré-dorsal anteriormente direcionado, exceto nos gêneros que primeiro 

divergiram (Colossoma, Mylossoma e Piaractus). Possuem alimentação variada, que inclui 

desde zooplancton, insetos, frutos, até tecido carnoso de peixes e outros animais (Géry 1977; 

Jégu 2003). A alimentação varia de acordo com o seu desenvolvimento ontogenético e 

especializações tróficas, sendo encontrados três hábitos alimentares gerais: carnívoro, 

frugívoro e lepidofágico. O hábito alimentar difere de acordo com a morfologia e padrões de 

dentição vistos entre suas espécies (Goulding 1980). 

A taxonomia e sistemática deste grupo permaneceram controversas por muito tempo, 

ocorrendo discordância entre os especialistas. Os primeiros estudos de classificação feitos para 

o grupo foram de Müller e Troschel (1844) e por Eigenmann (1915), onde este separou os 

táxons em dois grupos. No entanto, o primero trabalho utilizando uma análise cladística foi 

feito por Machado-Allison (1983), com base em caracteres morfológicos, tendo resultado 

semelhante aos trabalhos anteriores, porém incluindo Catoprion e Metynnis juntamente com as 

piranhas. Com início das análises filogenéticas com base em marcadores moleculares, foi 

proposta a separação dos táxons em três grupos e o grupo foi elevado à categoria de família 

(Serrasalmidae) (Ortí et al. 1996; Calcagnotto et al. 2005). Atualmente não há discordância 

sobre o monofiletismo de Serrasalmidae e, com base em análises de sequências mitocondriais, 

a família pode ser subdividida em três grupos: “clado pacus” (Colossoma, Mylossoma e 
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Piaractus), “clado Myleus” (Myleus, Mylesinus, Myloplus, Ossubtus e Tometes) e “clado 

piranha” (Catoprion, Metynnis, Pygocentrus, Pygopristis, Pristobrycon e Serrasalmus), sendo 

o primeiro tido como basal e o último como derivado (Ortí et al. 2008). Thompson e 

colaboradores (2014) concordam com as filogenias anteriores baseadas na morfologia e no 

DNAmt e ainda propõem que os serrasalmídeos começaram a se diversificar no Cretáceo (65-

75 Ma), enquanto que o “clado piranha” teria surgido mais tarde, durante o Mioceno (15-20 

Ma) (Figura 1). 

Entretanto, ainda há muito o que compreender sobre esta família e sua diversidade, a 

qual  vem tendo novas espécies descritas, como por exemplo Tometes siderocarajensis descrita 

para a bacia do rio Tocantins-Araguaia (Andrade et al. 2017) e Myleus pachyodus descrita para 

o rio Teles Pires e rio Jamanxim, ambos afluentes do Rio Tapajós nos estados do Mato Grosso 

e Pará, respectivamente (Andrade et al. 2018), e a descoberta de novas linhagens nos gêneros 

Serrasalmus e Pygocentrus (Machado et al. 2018; Mateussi et al. 2019). 

 
Figura 1. Filogenia da família Serrasalmidae com base em caracteres moleculares de Thompson et al. 

(2014), modificada com os números diploides (2n) já descritos para cada clado. *Cariomorfo de S. cf. 

rhombeus. 

2n=58*-62 

2n=54 

2n=58 
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1.2 Citogenética de Serrasalmidae 

Os dados citogenéticos para Serrasalmidae mostram variação no número diploide de 54 

a 64 cromossomos (Muramoto et al. 1968; Almeida-Toledo et al. 1987; Nakayama et al. 2001; 

Nirchio et al. 2003; Ribeiro et al. 2014). Entretanto, esses dados baseiam-se na análise 

cariotípica de um número reduzido de espécies em relação à diversidade da família. 

Considerando a filogenia proposta por Thompson e colaboradores (2014), juntamente com os 

dados cromossômicos já descritos para a família observamos que as espécies pertencentes ao 

clado basal, “clado dos pacus”, apresentam 2n=54 cromossomos meta e submetacêntricos 

(Almeida-Toledo et al. 1987; Nirchio et al. 2003; Nakayama et al. 2012; Ribeiro et al. 2014), 

enquanto que as espécies que se enquadram no clado derivado, “clado piranha”, apresentam 

número diploide variando de 58 a 64 cromossomos, com a presença de cromossomos 

acrocêntricos (Muramoto et al. 1968; Cestari e Galetti 1992a; Nakayama et al. 2000; 2001; 

2008; 2012; Centofante et al. 2002; Teixeira et al. 2006). Embora haja carência de dados com 

relação às espécies pertencentes ao “clado Myleus”, 2n=58 cromossomos já foi descrito para 

algumas espécies desse grupo (Porto 1999; Garcia-Parra 2000; Moreira-Peres et al. 2006), 

mostrando um aumento do número diploide e surgimento de cromossomos acrocêntricos nesta 

família (Tabela 1). Além da variação no número diploide e na fórmula cariotípica, diferenças 

no padrão de bandeamento C, das regiões organizadoras de nucléolos (RONs) e na distribuição 

de sequências de DNAr 18S também já foram descritas (Nakayama et al. 2012; Favarato et al. 

2019). 

O número de Regiões Organizadoras de Nucléolo (RONs) nesta família varia desde um 

par cromossômico marcado em Piaractus brachypopomus (Nirchio et al. 2003) até seis pares 

em Serrasalmus maculatus e S. rhombeus (Nakayama et al. 2012). No clado “Myleus”, assim 

como em algumas espécies de Serrasalmus, são observadas variações entre o número de 

marcações de RONs e do mapeamento dos sítios de DNAr18S, como visto em Myleus micans 

(Moreira-Peres et al. 2006). Este número crescente de sítios marcados foi confirmado pela 

hibridização in situ fluorescente (FISH) com sondas de DNAr 18S (Nirchio et al. 2003; 

Nakayama et al. 2012; Ribeiro et al. 2014). Com o mapeamento físico de DNAr 5S não foi 

visualizado nenhum padrão de distribuição entre os clados, mas observou-se variações de duas 

a quatro marcações e sempre em associação com blocos de heterocromatina (Nakayama et al. 

2012; Ribeiro et al. 2014; Favarato et al. 2019). Em relação à heterocromatina não há grandes 

diferenças entre os clados, apesar de já terem sido descritas variações intraespecíficas e, na 

maioria das espécies, esses blocos estão distribuídos nas porções terminais e pericentroméricas 
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dos cromossomos (Almeida-Toledo et al. 1987; Nakayama et al. 2001; Nirchio et al. 2003; 

Ribeiro et al. 2014). 

Cariomorfos também já foram observados em duas espécies de Serrasalmus, S. 

maculatus e S. rhombeus (Cestari e Galetti 1992a; b; Nakayama et al. 2000; 2001; Teixeira et 

al. 2006), que apresentaram variações no número diploide e fórmula cariotípica, sendo que 

nessa última espécie também foram observadas diferenças no padrão de banda C, sugerindo a 

ocorrência de espécies crípticas. Além dessas variações, a ocorrência de cromossomos B foi 

descrita no gênero Metynnis (Baroni et al. 2009; Favarato et al. 2019). Apesar de não se saber 

ao certo sobre a origem desses cromossomos, diversos estudos têm avançado para elucidar 

sobre a função, composição e evolução dos mesmos (Ahmad e Martins 2019), os quais ainda 

não foram observados em outras espécies de Serrasalmidae. 
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Tabela 1. Revisão dos dados citogenéticos para a família Serrasalmidae. 2n=número diploide; FC=fórmula cariotípica; NF=número fundamental; 

m=metacêntrico; sm=submetacêntrico; st=subtelocêntrico; a=acrocêntrico; Ag-RONs=região organizadora de nucléolos detectada por nitrato de prata; p=braço 

curto; q=braço longo). 

Espécie 2n FC NF Sítio de AgRONs 

(braço/par) 

Sítio de 18S 

(braço/par) 

Sítio de 5S 

(braço/par) 

Local de coleta Referência 

Colossoma macropomum 54 26m+28sm 108 q (6, 12m) q (6, 10, 12m) q (11m), p(13m) Lago Catalão-AM 23 

Piaractus mesopotamicus 54 24m+30sm 108 q (4m) q (4, 6m) q (11m),p(13 

sm) 

Piscicultura*-SP 23 

Piaractus brachypomus 54 28m+26sm 108 q (sm) q (sm)  Caicara del Orinoco, Venezuela 14 

Mylossoma aureum 54 40m+14sm 108 p (12m) - q (4, 12m) Lago Catalão-AM 23 

Mylossoma albiscopum (M. 

duriventre) 

54 28m+12sm+14st 108 p (12m) - q (4, 8m) Lago Catalão-AM 23 

Mylesinus paraschomburgkii 58 24m+22sm+12a 104 p (24-29a) -  Rios Pitinga, 

Uatumã, Capucapu e Falsino-AM 

8 

Myleus micans 58 26m+18sm+8st+6a 110 p (26st, 28a) p (26st, 28a)+3 

cromossomos 

1 par m Rio São Francisco-MG 16 

M. lippincottianus 62 30m+30sm+2a 122 - p (19, 22m) +B - -rio Oiaopoque - AP 3,24 

Metynnis maculatus 62 32m+22sm+4st+4a 120 p (23, 26sm) p (23, 26sm) + 

B 

- Rio Grande, Santa Albertina - SP/ 

Bacia Amazonica 

20,24 

Pygocentrus nattereri 60 20m+28sm+2st+10a 110      p (26-29a) p (26-30a) q (3m) Lago Catalão/Marchantaria-AM 22 
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Pygocentrus nattereri 60 14m+22sm+14st+10a 110    Rio Salobo, bacia Araguaia-PA 21 

Pygocentrus cariba  60 18m+30sm+2st+10a 110 p (20sm, 26-30a) - - Caicara del Orinoco, Venezuela 15 

Pristobrycon eigenmanni 60 20m+24sm+6st+10a 110 - - - Rio Uatumã-AM 7 

Pristobrycon striolatus 62 22m+22sm+6st+12a 112 p (26-28a) p (26-31a) q (3m) Anavilhanas-AM 18 

Catoprion mento 62 26m+26sm+4st+6a 118 p (25-26m), q(27-

28st), p (29a) 

p (25-26m), q 

(27-28st), p (28-

31a) 

q (3m) Rio Uatumã-AM 18 

Serrasalmus. altispinnis 60 20m+ 28sm+2st+10a 110 p (25st, 28-30a) - - Uatumã e Pitinga-AM 12 

S. altispinnis 60 24m+20sm+6st+10a 110 p (26-30a) p (26-30a) q (7m) Anavilhanas e Barcelos-AM 19 

S. brandti 60 18+24sm+8st+10a 110 p (25st,26-30a)   Represa Três Marias-MG 5 

S. compressus 60 18m+30sm+2st+10 108    Lagos Catalão e Camaleão-AM 12 

S. elongatus 60 22m+22sm+4st+12a 108 p (25-29a) p (25-29a) q (7m) Lagos Catalão e Camaleão-AM 

 

12; 22 

S. gouldingi 60 22m+22sm+6st+10a 110 p (26-30a) p (23st, 26-30a) q (7m) Anavilhanas, Jaú e Barcelos-AM 19 

S. hollandi 64 30m+16st+18a 110 - - - Desconhecido 1 

S. manuelli 60 22m+24sm+6st+8a 112 p (24-26st; 27-30a) - - Lagos Catalão e Camaleão-AM 12 

S. marginatus 60 16m+26sm+6st+12a 108 - - - Rio Corumbá-MS 6; 5 
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S. serrulatus 60 20m+22sm+8st+10a 110 p (24st; 26-30a) p (1, 10m; 24st) 

26-30a) 

q (7m) Catalão, Anavilhanas e 

Barcelos-AM 

19 

S. spilopleura ‘A’ = S. 

maculatus 

60 24m+20sm+4st+12a 108 p (25-30a) p (25-30a) q (7m) Lagos Catalão e Camaleão-AM 9; 22; 11 

S. spilopleura ‘B’ 60 24m+26sm+10a 110 - - - Lagos Catalão e Camaleão-AM 9 

S. spilopleura ‘C’ 60 23m+21sm+4st+12a 108 p (25-30a) - - Lago Catalão-AM 11 

S. spilopleura ‘D’ 60 24m+20sm+4st+12a 108 p (26-30a) - - Rio Manacapuru-AM  11 

S. spilopleura ‘a’ 60 20m+26sm+4st+10a 110 - - - Rios Mogi-Guaçu; Grande; rio 

Baia  

2; 6; 4 

S. spilopleura ‘b’ 60 18m+26sm+4st+12a 108 - - - Aguapei-Poconé; Corumbá 4 

S. spilopleura ‘c’ 60 19m+26sm+4st+11a 109 - - - Aguapei  4 

S. cf. rhombeus 58 30m+16sm+2st+10a 106 p (25-29a) p (25-29a) q (7m) Lagos Catalão Camaleão-AM 10; 22 

S. rhombeus citótipo A 60 20m+24sm+6st+10a 110 p (24st; 26-30a) p (3m), q 

(17sm), p (24st, 

26-30a) 

q (7m) Lago Catalão; Uatumã-AM 10; 22 

S. rhombeus citótipo B 60 20m+24sm+4st+12a 108 - - - Lago Catalão 17 

S. rhombeus 60 30m+16sm+4st+10a 110 p (25st; 26-27, 30a) - - Caicara del Orinoco, Bolivar, 

Venezuela 

13 

 

 

Referências: 1-Muramoto et al. (1968); 2-Galetti et al. (1985); 3-Arefjev (1989); 4- Cestari e Galetti (1992a); 5-Cestari e Galetti (1992b); 6-Martins-Santos et al. (1994); 7-

Nakayama (1997); 8-Porto (1999); 9-Nakayama et al. (2000); 10-Nakayama et al. (2001); 11-Centofante et al. (2002); 12-Nakayama et al. (2002); 13-Nirchio et al. (2002); 14-

Nirchio et al. (2003); 15-Gaviria et al. (2005); 16-Moreira Peres et al. (2006); 17-Teixeira et al. (2006); 18-Nakayama (2007); 19-Nakayama et al. (2008); 20-Baroni et al. (2009); 

21-Santana et al. (2011); 22-Nakayama et al. (2012); 23-Ribeiro et al. (2014); 24- Favarato et al. (2019). *Centro de Educação Tecnológica em Aquicultura. 
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1.3 DNAs Repetitivos 

O desenvolvimento da técnica de FISH (Hibridização Fluorescente in situ) tem permitido 

a descoberta de vários marcadores cromossômicos com base no mapeamento de sequências 

específicas. Atualmente, além dos marcadores citogenéticos clássicos (banda C, AgRONs e 

fórmula cariotípica), sequências de DNA repetitivo vem sendo amplamente utilizadas em 

estudos de evolução cariotípica em peixes. 

Entre essas sequências, podemos destacar os DNA altamente repetitivos, os quais podem 

ser dispersos e organizados in tandem. As sequências repetitivas in tandem incluem os DNA 

satélites, normalmente encontrados em porções heterocromáticas de regiões centroméricas e 

terminais (Martins et al. 2004), sequências teloméricas e sequências de DNA ribossomal 

(DNAr), enquanto que as sequências repetitivas dispersas englobam os elementos 

transponíveis (ETs) (Phillips e Reed 1996; Martins 2007).  

A sequência telomérica (TTAGGG)n é comum aos vertebrados e pode ter um número de 

repetições variado entre as espécies, sendo amplamente mapeada em diferentes grupos de 

peixes, com o objetivo de detectar rearranjos cromossômicos (Rosa et al. 2012; Porto et al. 

2014; Favarato et al. 2016a). Já, o mapeamento cromossômico de sequências de DNAr têm 

ganhado destaque em estudos de caracterização de espécies e populações de peixes, de relações 

evolutivas e de organização genômica (Diniz et al. 2009; Barros et al. 2016; Ferreira et al. 

2016; Favarato et al. 2016b; 2019). 

Os genes de RNA ribossomal (RNAr) são organizados em duas famílias multigênicas 

distintas, uma representada pelo DNAr 45S e outra pelo DNAr 5S. A família 45S codifica os 

RNAs 18S, 5,8S e 28S e um espaçador intergênico não transcrito (IGS), enquanto a outra 

família codifica para RNAr 5S e consiste em uma sequência conservada, separada de cada 

unidade transcricional por espaçadores não transcritos (NTS). Estas sequências, embora sejam 

altamente conservadas, inclusive entre táxons não relacionados, possuem espaçadores (NTS) 

que variam em tamanho e composição da sequência, permitindo um dinamismo na organização 

genômica desses genes ribossomais (Martins et al. 2004). 

Em relação às sequências repetitivas dispersas, os elementos transponíveis destacam-se 

como sequências utilizadas em estudos citogenéticos. Essas sequências caracterizam-se pela 

capacidade de mover-se pelo genoma e têm sua classificação baseada em características 

estruturais e moleculares, e pelo seu modo de transposição, sendo divididos em classe I 

(retrotransposons) e classe II (transposons) (Volff et al. 2003; Burt e Trivers 2006; Carducci et 

al. 2018). Dentre os elementos móveis da classe I destacam-se os retrotransposons Rex (Rex1, 

Rex3 e Rex6), que são elementos não-LTR, isolados primeiramente em Xiphophorus maculatus 
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(Volff et al. 2003), mas presentes em um grande número de espécies de peixes (ver revisão 

Carducci et al. 2018). Devido às suas diferenças, tais sequências vêm sendo estudadas a fim de 

entender sua estrutura, seu envolvimento na regulação gênica, distribuição e sua evolução no 

genoma (Volff et al. 1999; 2000; 2001a; 2001b; Mazzuchelli e Martins 2009; Teixeira et al. 

2009; Costa et al. 2013; Santos et al. 2016), e mapeadas em várias espécies de peixes, incluindo 

espécies amazônicas (Terencio et al. 2013; Schneider et al. 2013; Silva et al. 2014b; Ribeiro 

et al. 2017; Favarato et al. 2019). 

Tem sido demonstrado que os ET possuem funções estruturais que são importantes para a 

evolução do genoma dos organismos e sua distribuição pode estar associada à série de outras 

sequencias, podendo desempenhar importante papel no genoma de peixes (Volff et al. 2003; 

Volff 2005; Bie´mont e Vieira 2006).  

A associação de vários tipos de DNA repetitivo com blocos de heterocromatina evidencia 

que a distribuição destas sequências não se dá de maneira aleatória (Mazzucheli e Martins 

2009), e que esta localização preferencial pode estar associada à manutenção destas sequências 

no genoma dos organismos. Ainda, sequências repetitivas possuem papel importante na 

evolução cromossômica de táxons relacionados, uma vez que podem facilitar quebras 

cromossômicas e rearranjos como deleções, inversões e até mesmo amplificações de 

determinados segmentos (Lim e Simmons 1992; Dimitri et al. 1997). 

Embora o mapeamento de sequências repetitivas (ribossomais, elementos transponíveis e 

sequências teloméricas) já tenha sido realizado em diferentes espécies de peixes, incluindo 

espécies amazônicas (Nakayama et al. 2012; Favarato et al. 2016a, b; Ferreira et al. 2016), 

estes dados ainda são incipientes para a família Serrasalmidae. Sendo assim, o conhecimento 

da composição cariotípica e da distribuição de sequências repetitivas nas espécies desta família 

poderá elucidar se existe uma tendência cromossômica evolutiva destas espécies ao longo do 

seu processo de diferenciação e qual a relação dos dados cromossômicos dentro das árvores 

filogenéticas propostas (Ortí et al. 2008; Thompson et al. 2014). 
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1.4. Objetivos 

 

1.4.1 Objetivo geral 

O presente trabalho visou mapear famílias de DNA repetitivo em representantes de 

Serrasalmidae, englobando espécies de dois clados (“pacu” e “Myleus”), a fim de entender a 

organização genômica e os mecanismos de evolução cariotípica da família. 

 

1.4.2 Objetivos Específicos 

 Verificar diferenças cariotípicas entre espécies representativas de gêneros de cada clado 

(“pacu” e “Myleus”) da família Serrasalmidae, por meio de marcadores cromossômicos 

moleculares (DNAr 5S, DNAr 18S, DNA telomérico e elementos transponíveis). 

  Verificar a existência de variações intra ou interespecíficas, que podem ocorrer nessas 

espécies e se há ocorrência de espécies crípticas. 

 Comparar os dados cromossômicos obtidos aos dados disponíveis para a família e grupos 

filogeneticamente próximos, a fim de entender sua evolução cromossômica. 

  



 
 

11 
 

2. Material e Métodos 

2.1 Material 

No presente trabalho foram estudado um total de 118 indivíduos, distribuídos em 12 

espécies de Serrasalmidae, incluindo gêneros do “clado Myleus” e do “clado piranha”, sendo 

elas: clado “piranha” (Metynnis cuiaba, Metynnis longipinnis, Metynnis lippincottianus, 

Metynnis maculatus, Metynnis hypsauchen Serrasalmus maculatus, Serrasalmus rhombeus); 

clado “Myleus” (Myloplus asterias, Myloplus rubripinnis, Myloplus schomburgkii, Myloplus 

lobatus, e Tometes camunani) (Figura 2, Tabela 2). Os peixes foram obtidos junto a aquaristas 

e também coletados com rede de pesca mediante autorização do IBAMA (licença 28095-1). 

Os indivíduos foram levados vivos para o Laboratório de Genética Animal (LGA) do Instituto 

Nacional de Pesquisas da Amazônia (INPA), onde foram anestesiados com Eugenol® para 

serem submetidos aos procedimentos citogenéticos, seguindo os critérios éticos submetidos à 

Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) do (INPA (processo número 027/2017). 

Exemplares testemunho foram depositados na Coleção de Peixes do INPA e as preparações 

depositadas no banco de suspensões cromossômicas do LGA do INPA. 
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Figura 2. Imagem das espécies analisadas no presente trabalho: (a) Metynnis cuiaba; (b) Metynnis 

longipinnis; (c) Metynnis lippincottianus; (d) Metynnis maculatus; (e) Metynnis hypsauchen; (f) 

Myloplus asterias; (g) Myloplus rubripinnis; (h) Myloplus schomburgkii; (i) Myloplus lobatos; (j) 

Serrasalmus maculatus; (k) Serrasalmus rhombeus; (l) Tometes camunani. 
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Tabela 2. Exemplares analisados no presente trabalho. 

Espécies 
Número indivíduos 

Machos    Fêmeas 
Localidade Voucher 

Metynnis cuiaba  0               1 Anavilhanas - AM INPA-ICT 059049 

Metynnis hypsauchen 3               4  Rio Uatumã-AM 
INPA-ICT 059050 

 
 

Metynnis longipinnis 1               2 Anavilhanas - AM 
INPA-ICT 059051 

Metynnis lippincottianus 6               4 Rio Oiapoque - AP 
 

INPA57688 

Metynnis maculatus 6               2 Bacia do Rio Amazonas - PA. 
 

INPA57687 

Myloplus asterias 1               1 Igarapé Apeu - PA 
 

INPA-ICT 059052 

Myloplus rubripinnis 4                4 Rio Gumá - PA 
 

INPA-ICT 059053 

Myloplus schomburgkii 9               3 Altamira - PA 
 

INPA-ICT 059054 

Myloplus lobatus               3              0 Lago Catalão - AM 
 

INPA-ICT 059056 

Serrasalmus maculatus 

cariomorfo “A” 
7               5 Lago Catalão - AM 

 

Serrasalmus maculatus 

cariomorfo “C” 
6              8 Lago Catalão - AM 

 

Serrasalmus rhombeus 

cariomorfo “A” 
9              8 Lago Catalão - AM 

 

Serrasalmus rhombeus 

cariomorfo “B” 
3               2 Lago Catalão - AM 

 

Serrasalmus cf. rhombeus 8              7 Lago Catalão - AM 
 

Tometes camunani   ..          1              0 Bacia do Rio Amazonas - PA. 
 

INPA-ICT 059055 

 

2.2. Métodos 

2.2.1 Obtenção de cromossomos mitóticos 

Para se obter um maior número de células em metáfase foi utilizada a técnica para 

indução de mitoses, descrita por Oliveira et al. (1988), na qual uma solução de fermento 

biológico é aplicada nos espécimes. As preparações cromossômicas foram obtidas seguindo 

metodologia descrita por Gold et al. (1990), com algumas modificações. A técnica foi realizada 

seguindo os passos abaixo: 

1. O animal foi previamente anestesiado em uma solução de Eugenol, e em seguida 

eutanasiado para a coleta de porções dos rins anterior e posterior com auxílio de pinças. 
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2. O material foi transferido para uma cubeta de vidro contendo de 5 a 10 mL de meio 

RPMI e então dissociado com auxílio de uma seringa hipodérmica desprovida de 

agulha, através de movimentos leves de aspiração e expiração, para a obtenção de uma 

suspensão homogênea de células. 

3.  Adicionou-se de 100 a 200 µL de colchicina 0,0125%, ressuspendendo, 

cuidadosamente, o material com auxílio de uma pipeta Pasteur, e então a suspensão foi 

incubada em uma estufa a 37 ºC por cerca de 25 minutos. 

4. Em seguida, o material foi transferido para um tubo de centrífuga de 15mL, 

ressuspendido e centrifugado por 10 minutos a 900 rpm. 

5. O sobrenadante foi retirado, com auxílio de uma pipeta de Pasteur, tomando cuidado 

para não ressuspender o material e acrescentando cerca de 10 a 12 mL solução de KCL 

0,075M, ressuspendendo o material e deixando em estufa a 37 ºC por 45 minutos. 

6. Em seguida, adicionou-se 1 mL de fixador (3 metanol: 1 ácido acético) ao material, o 

qual foi centrifugado por 10 minutos a 900 rpm, retirando o sobrenadante, com auxílio 

de uma pipeta Pasteur e acrescentando cerca de 10 mL solução de fixador. 

7. Repetiu-se o passo 6 mais 2 vezes. 

8. Após isso, foi eliminado o sobrenadante da última centrifugação e adicionado cerca de 

1,5 mL de fixador ao material, transferindo-o para frascos plásticos do tipo eppendorf, 

os quais foram armazenados em freezer à -20 ºC. 

 

2.2.2. Detecção das Regiões Organizadoras de Nucléolo (RONs) 

Para a caracterização das regiões organizadoras de nucléolos (RON) foi utilizada a 

técnica de precipitação de cristais de prata (Ag-RON), descrita por Howell e Black (1980), com 

pequenas modificações. A técnica consistiu em pingar sobre a lâmina com a preparação 

cromossômica uma gota de uma solução coloidal, obtida com 1g de gelatina comercial sem 

sabor, dissolvida em 50 mL de água destilada e acrescida de 0,5 mL de ácido fórmico. Em 

seguida, adicionou-se sobre a solução coloidal duas gotas de solução aquosa de AgNO3 (Nitrato 

de prata) a 50%. A lâmina foi levemente agitada e coberta com lamínula. A lâmina foi mantida 

sobre chapa aquecedora a 60 ºC por cerca de 5-10 minutos. Em seguida foi lavada em água 

destilada de forma a permitir que a lamínula fosse retirada com o próprio jato de água. As 

lâminas secaram diretamente ao ar.  
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2.2.3. Detecção de heterocromatina (Banda C) 

Para análise da heterocromatina foi utilizada a técnica descrita por Sumner (1972), com 

as algumas adaptações: 

A lâmina inicialmente foi tratada com ácido clorídrico (HCl) 0,2N por 12 minutos à 

temperatura ambiente. Em seguida, foi colocada em solução de hidróxido de bário (Ba(OH)2) 

(5%), recém preparada e filtrada, a 42 ºC, durante 1:40 minutos, sendo rapidamente imergida  

em HCl (0,2N) para retirar o excesso de bário, e após isso, a mesma foi lavada com jatos de 

água destilada. A lâmina foi incubada em solução 2XSSC a 60 ºC, durante 30 minutos; e por 

fim, corada com solução de Giemsa a 5% em solução tampão fosfato pH 6,8 durante 10 

minutos. É importante salientar que, após cada tratamento, a lâmina foi lavada em água 

destilada e deixada ao ar livre até secar totalmente. 

 

2.2.4. Extração de DNA  

A extração do DNA foi feita a partir do tecido muscular e de fígado das espécies, 

utilizando-se o Kit de extração Wizard® (Promega), segundo as recomendações do fabricante. 

Em um tubo tipo eppendorf de 1,5 mL foi adicionado o tecido, juntamente com 300 µL de 

solução de EDTA + Nuclei Lysys Solution (50 µL de EDTA 0,5M + 250 µL de Nuclei Lysys 

Solution) e 10 µL de proteinase K. Esta mistura foi incubada por pelo menos 3 horas à 55 ºC, 

para dissociar o tecido. Após a dissociação do tecido, adicionou-se 5 µL RNAse à mistura, 

sendo esta incubada por 30 minutos à 37 ºC. Após a ação da RNAse, foi adicionada à mistura 

a solução Protein Precipitation Solution e o tubo foi levado ao vórtex por 20 segundos, até a 

mistura espumar. Após isso, foi deixada no freezer por 5 minutos. Os tubos contendo a solução 

foram centrifugados por 8 minutos à 13000 rpm, o sobrenadante foi transferido para tubos 

novos, adicionando 300 µL de isopropanol gelado, centrifugando-se novamente por 8 minutos 

à 13000 rpm. O sobrenadante foi descartado e 300 µL de etanol 70% gelado foi adicionado e 

novamente centrifugado por 8 minutos à 13000 rpm. Em seguida, o sobrenadante foi descartado 

e 300 µL de etanol 100% foram adicionados e os tubos centrifugados por 8 minutos à 13000 

rpm. Ao fim desta etapa, os tubos foram deixados à 37 ºC para secarem. Por fim foram 

adicionados 50 µL de DNA Rehydration Solution aos tubos, os quais foram mantidos à 37 ºC 

por 16 horas. 

 

2.2.5. Isolamento de sequências repetitivas por PCR (Polymerase Chain Reaction) 

Todas as sequências repetitivas que foram utilizadas no trabalho foram isoladas por 

PCR. O isolamento dos genes ribossomais 18S e 5S foi realizado utilizando os seguintes 
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primers:18S: 18Sf (5’-CCG CTT TGG TGA CTC TTG AT-3’) e 18Sr (5’-CCG AGGACC 

TCA CTA AAC CA-3’) (Gross et al. 2010) e 5Sa (5’-TAC GCC CGA TCT CGT CCG ATC-

3’) e 5Sb (5’- CAGGCT GGT ATG GCC GTA AGC 3’) (Martins e Galetti 1999). 

Para amplificação dos elementos transponíveis foram utilizadas sequências de Rex já 

caracterizadas em estudos anteriores. Os primers usados para amplificar os elementos 

transponíveis foram: RTX1-F1 (5’TTC TCC AGT GCC TTC AAC ACC) e RTX1-R3 (5’TCC 

CTC AGC AGA AAG AGT CTG CTC) para Rex1, (RTX3-F3 5’CGG TGA YAA AGG GCA 

GCC CTG) e RTX3-R3 (5’TGG CAG ACN GGG GTG GTG GT) para Rex3 (Volff et al. 1999; 

2000; 2001a), Rex6-Medf1 (5’TAA AGC ATA CAT GGA GCG CCAC) e Rex6-Medf2 

(5’AGG AAC ATG TGT GCA GAA TATG) para Rex6 (Volff et al. 2001b). A amplificação 

enzimática destes elementos, dos indivíduos amostrados, foi realizada a partir do DNA celular 

total previamente isolado, sendo a amplificação realizada através da técnica de PCR. Os 

produtos de PCR fita dupla foram obtidos em um volume total de 25 μL (~100 ng de DNA 

genômico; Tampão 1X; 0,5 unidade de Taq DNA Polimerase; 0,2 mM de cada dNTP – dATP, 

dCTP, dTTP, dGTP; 0,2 μM de cada oligonucleotídeo iniciador (primer); 2,0 mM de cloreto 

de magnésio e água mili-Q para completar o volume). As reações foram processadas em 

termociclador (Ependorff - Mastercycler Gradient). Depois de amplificado, os produtos de 

PCR foram verificados e quantificados em gel de agarose 1,7%. 

A sonda utilizada para detecção de sequências teloméricas foi amplificada e marcada 

por PCR. Foram usados os primers (TTAGGG)5 e (CCCTAA)5 e os parâmetros para marcação 

foram: 11,6µL de água Mili-Q, 5 µL de tampão da enzima Taq polimerase (10X), 2 µL de 

MgCl2 (25mM), 1µL de dATP, dCTP e dGTP, 1,5µL de cada primer (10mM), 0,4µL de Taq 

polimerase (5U/µL) (Ijdo et al. 1991). Os fragmentos de DNA obtidos foram utilizados como 

sondas para hibridização nos cromossomos metafásicos. 

 

2.2.6. Hibridização in situ por fluorescência – FISH 

Os produtos de PCR foram utilizados como sondas na FISH. Para esse processo foi 

utilizado o kit Biotina-16-dUTP (Roche Applied Science) para a marcação das sondas e a 

detecção realizada usando Avidina-fluoresceína conjugada (FITC) ou Estreptavidina, e o kit 

Digoxigenina-11-dUTP (Roche Applied Science) para a marcação das sondas e a detecção do 

sinal realizada usando anti-digoxigenina-rodamina (Roche Applied Science). Ambos processos 

foram de acordo com as especificações do fabricante. 
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A técnica de hibridização in situ por fluorescência (FISH), descrita por Pinkel et al. 

(1986) com algumas modificações, foi utilizada para a detecção das sequências de interesse 

nos cromossomos metafásicos, seguindo as seguintes etapas: 

Tratamento das lâminas: 

As lâminas foram lavadas em tampão PBS 1x durante 5 minutos em temperatura 

ambiente, sendo posteriormente desidratadas em série alcoólica 70, 85 e 100%, 5 minutos cada 

e secas ao ar. As lâminas foram incubadas em 90 L de RNAse (0,4% RNAse/2xSSC) a 37 °C 

por 1 hora em câmara úmida. Transcorrido este tempo, as lâminas foram lavadas três vezes em 

2xSSC por 3 minutos cada e em PBS 1x por 5 minutos. As lâminas então foram fixadas em 

uma solução de formaldeídeo 1% em PBS 1x/50mM MgCl2 durante 10 minutos à temperatura 

ambiente e em seguida lavadas em PBS 1x por 5 minutos, sendo então desidratadas em série 

alcoólica gelada (70, 85, 100 %) por 5 minutos cada. Simultaneamente à desidratação da lâmina 

em série alcoólica, a solução de hibridação contendo formamida 100% (concentração final 

50%), sulfato de dextrano 50%, 20xSSC (concentração final de 2xSSC), sondas marcadas e 

água milli-Q foi preparada e posteriormente desnaturada a 99 ºC por um período de 10 minutos, 

sendo passada imediatamente ao gelo. O DNA cromossômico foi desnaturado com formamida 

70% em 2xSSC a 70 ºC por 5 minutos e em seguida desidratado em etanol gelado 70%, 85% e 

100% por 5 minutos cada, secando ao ar. Foi então colocado 40 µL solução de hibridação sobre 

a lâmina com os cromossomos desnaturados e incubada em câmara úmida a 37 oC por 

aproximadamente 18 horas. 

Após o tempo de hibridação, as lâminas foram lavadas em formamida 15% a 42 oC 

durante 5-10 minutos e posteriormente lavadas em solução Tween 0,5%, por 5 minutos. Para 

detecção do sinal as lâminas foram incubadas em tampão NFDM por 15 minutos e lavadas 2 

vezes com Tween 0,5% temperatura ambiente por 5 minutos cada. As lâminas foram incubadas 

com os anticorpos específicos (antidigoxigenina e/ou estreptavidina) por 60 minutos em 

câmara úmida a 37 oC. Após este tempo, as lâminas foram lavadas 3 vezes com Tween 0,5% 

temperatura ambiente por 5 minutos cada, desidratadas em série alcoólica gelada 70, 85 e 100% 

por igual tempo e então secas ao ar. A técnica  

Montagem das lâminas: 

Misturou-se 20 µL de antifading mais 1 µL de DAPI (0,2 mg/mL) e adicionou-se a 

mistura na lâmina, cobrindo com uma lamínula. 
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2.2.7. Processamento das imagens 

Os cromossomos metafásicos foram analisados em um fotomicroscópio de fluorescência 

Olympus BX-51. As imagens capturadas com uma câmera digital (Olympus DP51) e com o 

programa DP Managger e processadas por meio do programa Adobe Photoshop 7.0. Para a 

montagem do cariótipo, os cromossomos foram organizados em ordem decrescente de tamanho 

e classificados segundo Levan et al. (1964).
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3. Resultados e Discussão 

Os resultados e discussões obtidos neste estudo são aqui apresentados em capítulos, na forma 

de artigos científicos: 

3.1 Influência de sequências repetitivas na diferenciação cariotípica de Serrasalmus 

Lacepède, 1803 (Characiformes, Serrasalmidae). 

 

3.2 Caracterização citogenética de duas espécies de Metynnis (Characiformes, 

Serrasalmidae) revelando cromossomo B restrito a fêmeas. 

 

3.3 Tendências na evolução cromossômica da família Serrasalmidae (Characiformes). 
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3.1 - Influência de sequências repetitivas na diferenciação cariotípica de Serrasalmus 

Lacepède, 1803 (Characiformes, Serrasalmidae). 
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Resumo 

Serrasalmidae representa um grupo de peixes de água doce que abrange espécies 

conhecidas pela voracidade, como as piranhas, e também espécies de alto valor econômico, 

como o tambaqui. Estudos citogenéticos nesta família mostram três clados bem definidos 

quanto ao número diploide. Entretanto, alguns complexos de espécies já foram descritos no 

clado derivado (clado “piranhas”), não estando esclarecida a evolução cariotípica desse grupo 

e sua relação com sequências repetitivas. Sendo assim, o presente estudo teve por objetivo 

analisar citogeneticamente os complexos Serrasalmus maculatus (dois cariomorfos) e S. 

rhombeus (três cariomorfos), que ocorrem no lago Catalão (AM) e arredores, por meio do 

mapeamento físico cromossômico, utilizando DNAr 18S e 5S, sondas teloméricas e o 

retroelemento Rex1. O mapeamento do DNAr 18S mostrou variação inter e intraespecífica nas 

duas espécies de Serrasalmus, porém o DNAr 5S foi conservado em um par, o qual parece ser 

homeólogo entre os cariomorfos. As marcações de Rex1 apresentaram-se em blocos, em todos 

os cariomorfos analisados. Além disso, foi possível observar que a localização do Rex1 

coincide com os sítios múltiplos de DNAr 18S, nas porções terminais dos cromossomos 

acrocêntricos, indicando uma relação entre este elemento transponível (ET) e os sítios de 

Região Organizadora do Nucléolo, sugerindo que a dispersão dos sítios de DNAr 18S em S. 

rhombeus e S. maculatus deve ter sido ocasionada pela atividade de ET. 

 

Palavras-chave: mapeamento cromossômico, DNA repetitivo, complexo de espécies, 

piranhas. 
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Introdução 

A família Serrasalmidae é composta por peixes conhecidos popularmente como pacus 

e piranhas, endêmicos da região Neotropical, e que se distribuem principalmente nas bacias 

dos rios Amazonas, Orinoco e Paraná-Paraguai (Jégu 2003; Ortí et al. 2008; Nelson et al. 

2016). Podem ser identificados por caracteres comuns a grande parte dos seus membros, como 

corpo comprimido e muito alto, uma série de espinhos abdominais, nadadeira dorsal com mais 

de 16 raios e presença de um espinho pré-dorsal anteriormente direcionado. Possuem também 

características específicas, que são usadas para diferenciar grupos ou espécies, como o formato 

e a disposição dos dentes (Géry 1977; Jégu 2003). 

Abriga 98 espécies válidas, distribuídas em 16 gêneros viventes (Jégu 2003; Cione et 

al. 2009; Fricke et al. 2019), as quais são divididas em três clados: “pacus”, “Myleus” e 

“piranhas” (Ortí et al. 2008; Thompson et al. 2014). O clado “piranha” é considerado derivado 

e inclui os gêneros Catoprion Müller & Troschel, 1844, Metynnis Cope 1878, Pristobrycon 

Eigenmann, 1915, Pygocentrus Müller & Troschel, 1844, Pygopristis Müller & Troschel, 1844 

e Serrasalmus Lacepède, 1803. Apesar de análises morfológicas e moleculares corroborarem 

o monofiletismo do grupo (Machado-Allison, 1983; Jégu 2004; Calcagnotto et al. 2005; Cione 

et al. 2009; Thompson et al. 2014), algumas relações ainda permanecem confusas, visto que 

análises moleculares recentes revelaram uma série de novas linhagens para Pygocentrus e 

Serrasalmus (Machado et al. 2018; Mateussi et al. 2019).  

O gênero Serrasalmus tem demonstrado uma grande diversidade cariotípica tanto 

numérica como estrutural, e, pelo menos, três espécies nominais já foram identificadas como 

complexos de espécies por apresentarem cariomorfos distintos. São elas S. spilopleura (Cestari 

e Galetti 1992 a; b), S. maculatus (identificada como S. spilopleura por Nakayama et al. 2000; 

Centofante et al. 2002) e S. rhombeus (Nakayama et al. 2000; Centofante et al. 2002). 

Os números diploide e fundamental (2n e NF), aliados a outros marcadores 

cromossômicos e estudos taxonômicos, têm permitido a elaboração de inferências evolutivas 

em vários grupos de peixes. Variações de citótipos já foram amplamente descritas em 

Characiformes, como em espécies de Astyanax (Castro et al. 2015; Daniel et al. 2015; Barbosa 

et al. 2017) e em Hoplias malabaricus (Bertollo et al. 2000; da Rosa et al. 2009). 

Estudos de citogenética molecular, envolvendo o mapeamento de sequências de DNA 

repetitivo pela técnica de FISH (Hibridização Fluorescente in situ), têm contribuído para o 

conhecimento da diversidade cromossômica de diversas espécies de peixes. A determinação 

de novos marcadores cromossômicos e a detecção de variações cariotípicas, não observadas 

por técnicas de citogenética clássica, contribuem para o entendimento da taxonomia, filogenia 
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e aspectos evolutivos desse grupo tão diverso, pois permite a localização física de sequências 

específicas de DNA nos cromossomos (Artoni et al. 2015). 

A utilização de sequências moderadamente repetitivas como os DNAs ribossomais 5S 

e 18S tem mostrado sua eficácia como marcadores cromossômicos, revelando variações intra 

e interespecíficas (Nakayama et al. 2012; Barros et al. 2016; Favarato et al. 2019). As 

sequências de DNA altamente repetitivas, por exemplo os elementos transponíveis, também 

vêm mostrando sua importância na diversificação cromossômica em peixes (Terencio et al. 

2012; Daniel et al. 2015; Favarato et al. 2016a). Entretanto, a relação entre sequências 

repetitivas e diversificação cariotípica ainda não é bem elucidada em muitos grupos de peixes, 

como por exemplo, Serrasalmidae. 

Sendo assim, o presente estudo teve por objetivo verificar, mapeando sequências 

repetitivas, os dois complexos de espécies hipotetizados por Nakayama et al. (2001) e por 

Centofante et al. (2002) para S. rhombeus e S. maculatus, respectivamente, a fim de inferir 

sobre o possível papel destas sequências na diferenciação cromossômica de espécies. 

 

Material e Métodos 

Para o presente estudo, analisamos um total de 63 peixes coletados e com exemplares 

testemunho depositados na Coleção de Peixes do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazônia 

(AM, Brazil): Serrasalmus maculatus cariomorfo “A” (7 machos e 5 fêmeas), oriundos do rio 

Amazonas, no município de Itacoatiara (AM, Brazil); Serrasalmus maculatus cariomorfo “C” 

(6 machos e 8 fêmeas), provenientes do Lago Catalão (AM, Brazil); Serrasalmus rhombeus 

cariomorfo “A” (9 machos e 8 fêmeas); Serrasalmus rhombeus cariomorfo “B” (3 machos e 2 

fêmeas); Serrasalmus cf. rhombeus (8 machos e 7 fêmeas), provenientes do Lago Catalão. As 

suspensões celulares, obtidas a partir de células renais de acordo com o protocolo descrito por 

Bertollo et al. (1978) estavam depositadas no Laboratório de Genética Animal do INPA. O 

bandeamento C seguiu o protocolo de Sumner (1972), com pequenas modificações. 

Neste trabalho, a extração de DNA total foi realizada a partir de tecido muscular, 

utilizando o Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega), segundo orientações do 

fabricante. A quantificação foi realizada em gel de agarose 1,5% com marcador molecular de 

peso conhecido e em NanoVue™ Plus (GE Healthcare). As sequências de DNAr 18S, DNAr 

5S, telomérica e do retroelementos Rex1  foram amplificadas por reação da polimerase em 

cadeia, utilizando os primers, respectivamente: 18Sf (5’-CCG CTT TGG TGA CTC TTG AT-

3’) e 18Sr (5’-CCG AGGACC TCA CTA AAC CA-3’) (Gross et al. 2010); 5Sa (5’-TAC GCC 

CGA TCT CGT CCG ATC-3’), e 5Sb (5’- CAGGCT GGT ATG GCC GTA AGC-3’) (Martins 
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e Galetti 1999); (TTAGGG)5 e (CCCTAA)5 (Ijdo et al. 1991), e RTX1-F1 (5’-TTC TCC AGT 

GCC TTC AAC ACC-3’) e RTX1-R1 (5’- TCC CTC AGC AGA AAG AGT CTG CTC-3’) 

(Volff et al. 2000). 

A hibridização fluorescente in situ (FISH) foi executada conforme o protocolo descrito 

por Pinkel et al. (1986), com condição de estringência de 77%. Os produtos da PCR do gene 

DNAr 18S, retroelemento Rex1 e sequência telomérica foram marcados por nick translation 

com digoxigenina-11-dUTP (Dig-Nick Translation mix; Roche) e o DNAr 5S com biotina-14-

dATP (Biotin Nick Translation mix; Roche), seguindo as instruções do fabricante. A detecção 

dos sinais de hibridização foi realizada com anti digoxigenina-rodamina (Roche Applied 

Science) para as sondas de DNAr 18S, Rex1 e sequência telomérica e estreptavidina (Sigma-

Aldrich) para as sondas de DNAr 5S. Em seguida os cromossomos foram contracorados com 

DAPI e analisados em microscópio de epifluorescência Olympus BX51 e classificados de 

acordo com Levan et al. (1964). 

Além disso, devido à dificuldade de identificação morfológica dos exemplares 

preservados das duas espécies nominais, foi realizada a amplificação e sequenciamento da 

região do gene citocromo oxidase subunidade I (COI) nos cariomorfos S. rhombeus “A” e S. 

cf. rhombeus, visando apenas verificar se os cariomorfos pertenciam à mesma espécie. Para 

isso foi utilizado um mix de primers descritos por Ivanova et al. (2007): 

FishF2 (5’-GTAAAACGACGGCCAGTCGACTAATCATAAAGATATCGGCAC-3’), 

FishR2 (5’-CAGGAAACAGCTATGACACTTCAGGGTGACCGAAGAATCAGAA-3’), 

VF2 (5’-GTAAAACGACGGCCAGTCAACCAACCACAAAGACATTGGCAC-3’), e VR1d 

(5’-CAGGAAACAGCTATGACTAGACTTCTGGGTGGCCRAARAAYCA-3’). 

A amplificação se deu por meio da reação em cadeia da polimerase com volume total 

de 25 µL contendo:12,5 µL Master mix 50 units/ml de Taq DNA polymerase, tampão (pH 8.5), 

400µM dATP, 400µM dGTP, 400µM dCTP, 400µM dTTP, 3mM MgCl2), 1,0 µL primer, 10,5 

µL água e 1,0 µL de DNA (10 nM-200 nM). As amplificações foram realizadas 35 ciclos no 

perfil: desnaturação a 92 °C por 30 segundos, anelamento a 56 °C por 30 segundos e extensão 

a 72 °C por 1:30 minutos e 5 minutos a 72 ºC. A eficiência das amplificações do gene foi 

verificada em gel de agarose 0,8%, com posterior quantificação em espectrofotômetro 

NanoVue Plus (GE Healthcare). 

Os produtos de PCR foram purificados com o kit enzimático exonuclease Exosap-IT 

(GE Healthcare), seguindo-se as instruções do fabricante. Para a reação do sequenciamento 

seguiu-se o método didesoxiterminal de Sanger, utilizando-se o kit BigDye® Terminator v3.1 

Cycle Sequencing (Applied Biosystems). As sequências obtidas foram submetidas à análise e 
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edição no software Geneious©. O mesmo foi utilizado para a obtenção da sequência consenso. 

Esta foi submetida ao programa BLAST (Altschul et al. 1997) para confirmação e comparação 

da região sequenciada com os dados disponíveis no National Center for Biotechnology 

Information (Genbank, http://www.ncbi.nlm.nih.gov) e também confrontadas com o banco de 

sequências DNA Barcode na plataforma BOLD (Barcoding of Life Database - 

http://www.boldsystems.org/ views/login.php (Ratnasingham e Hebert 2007). Para o 

alinhamento das sequências foi utilizado o programa de alinhamento múltiplo Clustal W 

(Thompson et al. 1994). 

 

Resultados 

Os resultados do sequenciamento do gene COI confirmaram a identificação 

morfológica dos exemplares analisados, sendo Serrasalmus rhombeus cariomorfo “A”, 

Serrasalmus rhombeus cariomorfo “B” e Serrasalmus cf. rhombeus agrupados como S. 

rhombeus (dados não mostrados). Dois números diploides foram descritos: 2n=60 para 

Serrasalmus rhombeus cariomorfo “A”e Serrasalmus rhombeus cariomorfo “B” e 2n=58 para 

Serrasalmus cf. rhombeus. 

O mapeamento do DNAr 18S mostrou variação inter e intraespecífica nas duas espécies 

de Serrasalmus analisadas. Em S. rhombeus “A” tivemos marcações pericentroméricas nos 

pares 24, 26, 27, 28, 29 e 30. Para o par metacêntrico 3 observou-se marcação terminal no 

braço curto, para o par submetacêntrico 17, que mostrou marcação na porção terminal do braço 

longo, e para o par acrocêntrico 28 evidenciou-se marcações terminais no braço longo e 

pericentromérica (Figura 1a). Em S. rhombeus “B” as marcações concentraram-se apenas em 

porções pericentroméricas dos pares 25, 26, 27, 28, 29 e 30, com duplas marcações no par 27 

(terminal no braço longo e pericentromérica) (Figura 1b). O bandeamento C deste cariomorfo, 

que ainda não havia sido descrito, evidenciou blocos heterocromáticos na região centromérica 

de todos os pares do complemento, além de regiões terminais de alguns cromossomos, com 

blocos evidentes nos pares 27, 28 e 30 (Figura 2). Em S. cf. rhombeus os sítios do DNAr 18S 

foram detectados no braço curto do par 3, no braço longo do par 17 e em porção 

pericentromérica dos cincos pares acrocêntricos, sendo bitelomérica no par 28 (Figura 1c). 
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Figura 1. Mapeamento cromossômico do rDNA 18S (vermelho) e 5S (verde) em espécies de 

Serrasalmus. A) Serrasalmus rhombeus “A”; b) Serrasalmus rhombeus “B”; c) Serrasalmus cf. 

rhombeus; d) Serrasalmus maculatus “A”; e) Serrasalmus maculatus “C”). Barra: 10 µm. 
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Figura 2. Bandeamento C em Serrasalmus rhombeus “B”, evidenciando as regiões heterocromáticas. 

Barra: 10 µm. 

Para S. maculatus, onde todos os indivíduos têm 2n=60, as marcações foram 

visualizadas na região pericentromérica de todos os cromossomos acrocêntricos (pares 25, 26, 

27, 28, 29 e 30) nos dois cariomorfos analisados (Figura 1d; 1e). Porém, S. maculatus “C” tem 

também marcações na porção terminal do braço longo e na região pericentromérica do par 27 

(Figura 1e).  

Em relação ao sitio de DNAr 5S a marcação foi detectada na região intersticial do braço 

longo do par 7, coincidente com um bloco de heterocromatina, em todos os indivíduos 

analisados (Figura 1). 

No mapeamento do ET Rex1 foi possível visualizar blocos conspícuos dessas 

sequências em regiões pericentroméricas e terminais dos cromossomos, de todos os 

cariomorfos (Figura 3). Em S. rhombeus “A” observou-se blocos evidentes do retroelementona 

porção terminal do braço longo dos pares 11, 12, 22 e 28 (Figura 3a). Em S. rhombeus “B” 

essas marcações podem ser vistas nos braços curtos dos pares 12, 13, 23, 27 e 29, além de 

marcações pericentroméricas em praticamente todos os pares (Figura 3b). Em S. cf. rhombeus 

a detecção se deu nas regiões terminais dos pares 12, 18, 26, 28 e 29, tendo o par 23 marcações 

mais evidentes nos braços curtos. Além disso, marcações dispersas foram observadas em vários 

cromossomos do complemento (Figura 3c). Já, para S. maculatus, as marcações se 

concentraram principalmente nas porções pericentroméricas de ambos cariomorfos (Figura 3d; 

3e). Entretanto, S. maculatus “C” mostrou maior número de pares marcados e também a 

presença de marcações dispersas (Figura 3e). A FISH de sequências teloméricas evidenciou 

marcações apenas nas regiões terminais dos cromossomos em todos os cariomorfos do presente 

trabalho (Figura 4). 
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Figura 3. Cariótipo dos Serrasalmus analisadas por FISH com sondas de Rex1 e contracoradas com 

DAPI (a) Serrasalmus rhombeus “A”; b) Serrasalmus rhombeus “B”; c) Serrasalmus cf. rhombeus; d) 

Serrasalmus maculatus “A”; e) Serrasalmus maculatus “C”. Barra: 10 µm. 
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Figura 4. FISH de sequências teloméricas em cinco cariomorfos de Serrasalmus: a) Serrasalmus 

rhombeus “A”; b) Serrasalmus rhombeus “B”; c) Serrasalmus cf. rhombeus; d) Serrasalmus maculatus 

“A”; e) Serrasalmus maculatus “C”. Barra: 10 µm. 

 

Discussão 

O gênero Serrasalmus distingue-se dentro de Serrasalmidae por caracteres moleculares, 

morfológicos e citogenéticos. Entretanto, algumas questões, envolvendo a morfologia nesse 

gênero ainda são discutidas. Jégu e Mendes (2001), por exemplo, com base em dados 
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morfológicos propuseram que os peixes identificados na Amazônia Central brasileira como S. 

splilopleura, na verdade trata-se de S. maculatus, uma vez que S. splilopleura ocorre apenas 

na Bacia do Rio Guaporé, sendo essa a classificação adotada no presente trabalho. Assim, 

verificamos que os números diploides aqui observados corroboram os já descritos para S. 

maculatus e S. rhombeus (Nakayama et al. 2001; Centofante et al. 2002), sem a presença de 

cromossomos sexuais diferenciados, e com maioria das espécies apresentando 60 

cromossomos, sendo visto 2n=58 cromossomos apenas em S. cf. rhombeus (Centofante et al. 

2002; Nakayama et al. 2000; 2002; 2008; 2012; Nirchio et al. 2002, Teixeira et al. 2006). O 

padrão de heterocromatina, descrito neste trabalho para S. rhombeus “B”, assemelha-se ao já 

descrito para os outros cariomorfos da espécie (Nakayama et al. 2001), com blocos 

heterocromáticos principalmente em porções pericentroméricas e terminais, que parece 

corroborar o já descrito para outras espécies do gênero (Nakayama et al. 2008). 

Apesar de uma aparente conservação citogenética em Serrasalmus, algumas variações 

inter e intraespecíficas são observadas. Análises cromossômicas envolvendo coloração 

convencional, bandeamento C e Ag-RONs em três espécies de Serrasalmus evidenciaram a 

presença de mais de um cariomorfo nesse grupo. Para S. spilopleura da bacia Paraná-Paraguai 

foram descritos três cariomorfos (Cestari e Galetti 1992a). Para S. maculatus (descrita como S. 

spilopleura), coletada na bacia amazônica foram descritos quatro cariomorfos (Nakayama et 

al. 2000; Centofante et al. 2002). Para S. rhombeus da bacia amazônica, três cariomorfos foram 

observados, inclusive com diferença no número diploide (Nakayama et al. 2001; Teixeira et 

al. 2006). Para essa última espécie, a presença de três grupos diferenciados também foi 

confirmada por análises com a enzima esterase-D, sugerindo a presença de um complexo de 

espécies (Teixeira et al. 2006). 

Além das diferenças na fórmula cariotípica e no padrão de bandeamento C já descritas 

entre os cariomorfos das duas espécies, S. rhombues e S. maculatus (Cestari e Galetti, 1992a; 

Nakayama et al. 2000; 2001; Centofante et al. 2002), as marcações dos sítios de DNAr 18S 

também apresentaram variação intraespecífica tanto em S. rhombeus quanto em S. maculatus. 

As marcações obtidas em S. rhombeus “A” e S. cf. rhombeus corroboram parcialmente o 

encontrado por Nakayama et al. (2012), onde as marcações em 8 pares de S. rhombeus “A” se 

mantém, mas no presente estudo um maior número de sítios foi visto em S. cf. rhombeus 

(marcação terminal no braço curto do par 3, marcação terminal no braço longo do par 17 e a 

dupla marcação no par 27). Neste caso, tais diferenças podem ser atribuídas a ajustes na 

metodologia e ao tamanho reduzido dos sítios ribossomais supracitados, os quais são de difícil 

detecção, uma vez que os indivíduos analisados são os mesmos nos dois estudos. 
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Quando comparamos a localização do DNAr 18S entre S. rhombeus “A”, S. rhombeus 

“B” e S. cf. rhombeus, vemos que o padrão de distribuição dessas sequências é semelhante 

entre os cariomorfos, pois as marcações pericentroméricas em todos os acrocêntricos e a dupla 

marcação terminal no terceiro par acrocêntrico são mantidas em todos eles. Acreditamos que 

rearranjos envolvendo cromossomos subtelocêntricos sejam os responsáveis pela diferenciação 

dos cariomorfos analisados e também pela ausência de sítios de DNAr 18S no segundo par 

subtelocêntrico em S. rhombeus “B” e em S. cf. rhombeus. Para a diferenciação de S. rhombeus 

“B” pode ter havido uma inversão de um par subtelocêntrico em S. rhombeus “A”, ocasionando 

um aumento no número de acrocêntricos do primeiro cariomorfo e carreando o sítio 

ribossomal. 

Já, a marcação do par subtelocêntrico de S. rhombeus “A” deve ter sido perdida em S. 

cf. rhombeus devido à fusão de dois cromossomos subtelocêntricos para a formação do 

primeiro par metacêntrico desse último cariomorfo, que apresenta um tamanho maior, quando 

comparado ao das demais espécies. Apesar de não ter sido evidenciada nenhuma região 

intersticial telomérica (ITS) nesse par cromossômico, o mesmo possui um grande bloco de 

heterocromatina na região pericentromérica (Nakayama et al. 2001), sendo mais um indício 

dessa fusão, que causaria a redução do número diploide em S. cf. rhombeus e explicaria a 

redução no número de subtelocêntricos. 

Em S. maculatus “A” a localização do DNAr 18S em porções pericentroméricas 

coincide com o descrito em Nakayama et al. (2012), com marcações concentradas em todos os 

pares acrocêntricos do complemento. A principal diferença se dá provavelmente devido à 

difícil detecção de sítios pequenos pela FISH, pois Nakayama et al. (op. cit.) descreveram o 

sítio ribossomal em apenas um dos homólogos dos pares 25 e 30, enquanto no presente trabalho 

ambos os homólogos portaram a marcação nesses pares. Para S. maculatus “C”, cujo 

mapeamento de DNAr 18S ainda não havia sido realizado, observou-se um padrão semelhante 

ao visto em S. maculatus “A”, diferindo apenas no par 27, que apresenta marcações 

biteloméricas. Ao contrário do visto em S. rhombeus, os cariomorfos encontrados em S. 

maculatus não apresentam indícios de que cromossomos portadores do sítio ribossomal 18S 

estejam envolvidos nos processos de diferenciação cromossômica.  

As marcações teloméricas apenas nas porções terminais dos cromossomos de ambos os 

cariomorfos e a manutenção da fórmula cariotípica sugerem que apenas rearranjos não 

robertsonianos estiveram envolvidos na diferenciação desses cariomorfos. Sendo assim, a 

macroestrutura desses cariótipos é conservada, com variações entre os cariomorfos apenas no 

padrão de heterocromatina, como já visto por Centofante et al. (2002). 
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Ao contrário do DNAr 18S, que apresenta variações intra e interespecífica, o DNAr 5S 

é conservado em Serrasalmus, onde todas as espécies do gênero, analisadas até o momento, 

mostraram marcações intersticiais nos braços longos do par 7, coincidente com um grande 

bloco heterocromático (Nakayama et al. 2008; 2012; presente trabalho). Apesar do DNAr 5S 

estar envolvido na diferenciação cromossômica de diferentes espécies de peixes e ser 

considerado menos conservado do que o DNAr 18S (Silva et al. 2016; Ferreira et al. 2016), 

em S. rhombeus e S. maculatus podemos dizer que essa sequência é mantida, e que o par 

cromossômico 7 é homeólogo em todos os cariomorfos. Tal homeologia já foi observada 

também em outros grupos, como por exemplo no gênero Engystomops, um anfíbio (Rodrigues 

et al. 2012). Variações intraespecíficas em peixes já foram relatadas em diversos grupos 

(Bertollo et al. 2000; da Rosa et al. 2009; Castro et al. 2015) e podem estar relacionadas com 

sequências de DNA repetitivo, como os DNAr citados acima, mas também com os elementos 

transponíveis. 

No presente trabalho, o mapeamento do Rex1 nos diferentes cariomorfos apresentou 

um padrão disperso de distribuição, porém, com clusters nas regiões terminais e 

pericentroméricas dos cromossomos. A localização dispersa de elementos da família Rex é algo 

já relatado em algumas espécies de Characiformes (Terencio et al. 2012; Borba et al. 2013; 

Voltolin et al. 2013) e observada em outros serrasalmídeos, como Colossoma e Piaractus 

(Ribeiro et al. 2017). Variações interespecíficas já foram relatadas para Rex1, como observado 

em espécies de Ancistrus, onde foi verificado a ocorrência em clusters, principalmente em 

regiões terminais e pericentroméricas dos cromossomos (Favarato et al. 2016b). Em ambas as 

espécies aqui analisadas, embora o padrão de distribuição do Rex1 seja semelhante, é possível 

notar variações entre os pares marcados tanto nos cariomorfos de S. rhombeus quanto de S. 

maculatus. Embora a relação entre retrotransposons da família Rex e diferenciação cariotípica 

tenha sido relatada em outros Characiformes, como em Astyanax (Daniel et al. 2015), não é 

possível afirmar que o mesmo esteja ocorrendo em Serrasalmus. 

Além disso, foi possível observar que a localização desse retroelemento coincide com 

sítios de DNAr 18S, nas espécies analisadas, principalmente nas porções terminais dos 

cromossomos acrocêntricos, indicando uma íntima relação entre o Rex1 e o aumento do número 

de copias de DNAr 18S nos indivíduos destas espécies de Serrasalmus. A associação entre 

elementos transponíveis e dispersão de sequências de DNAr já foi observada em diferentes 

espécies de peixes, onde a mobilidade desses elementos transponíveis (ET) resulta no 

carreamento de sítios ribossomais e consequentemente na dispersão dos DNAr no cariótipo 

(Schneider et al. 2013; Silva et al. 2016). Assim, registramos que o aumento do número de 



 
 

34 
 

sítios de DNAr 18S e sua dispersão em S. rhombeus e S. maculatus deve ter sido ocasionado 

pela atividade de ET, principalmente do Rex 1. 

Diante do exposto, podemos afirmar que as espécies de Serrasalmus possuem 

diferenças citogenéticas consideráveis, quando comparadas a outras espécies de Serrasalmidae 

já analisadas cromossomicamente, mas que há poucas variações dentro do próprio gênero. Há 

uma estruturação citogenética em Serrasalmus que pode ser vista no número diploide, na 

homeologia do par portador do DNAr 5S, no fato de grande parte das marcações de DNAr 18S 

situarem-se em pares acrocêntricos, e na localização das sequências de Rex1. Podemos 

considerar que os cariomorfos encontrados em S. maculatus trata-se realmente de 

polimorfismo, como já discutido por Centofante et al. (2002) influenciado pela localização de 

sequências de DNA repetitivo, e que devem ter efeito neutro ou positivo, uma vez que estão 

sendo mantidos nas diferentes populações. Entretanto, para S. rhombeus os dados não sugerem 

tratar-se apenas de um polimorfismo no lago Catalão, mas temos evidência de um complexo 

de espécie onde algumas variações como o primeiro par metacêntrico de S. cf. rhombeus, que 

embora não apresente nenhuma ITS, seu padrão heterocromático é muito sugestivo de uma 

fusão, que é reforçada pela presença de apenas um par de cromossomos do tipo subtelocêntrico 

e para  S. rhombeus “B”, uma variação no número de cromossomos subtelo e acrocêntricos, 

causado por uma inversão pericêntrica. Além desses, outros estudos já relataram a presença 

desse complexo, como o feito com Esterase-D por Teixeira et al. (2006). 

Observa-se que dentro de Serrasalmidae a diferenciação de espécies ainda não é bem 

definida, pois além dos cariomorfos aqui apresentados, dados moleculares sugerem diferentes 

linhagens para Serrasalmus e outros gêneros como Pygocentrus (Machado et al. 2018; 

Mateussi et al. 2019). Acreditamos que a combinação de abordagens morfológica, molecular e 

citogenética podem contribuir para um melhor entendimento da variação inter e intraespecífica 

de serrasalmídeos. Ainda, os resultados do presente trabalho podem colaborar na taxonomia 

integrativa de Serrasalmidae, na compreensão dos mecanismos envolvidos na diferenciação 

cromossômica de Serrasalmus e subsidiar estudos que visem uma melhor compreensão da 

dinâmica evolutiva desse grupo. 
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3.2 - Caracterização citogenética de duas espécies de Metynnis (Characiformes, 

Serrasalmidae) revelando cromossomo B restrito a fêmeas 
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Resumo 

Serrasalmidae é uma família de peixes de água doce comercialmente importantes e endêmicos 

da região Neotropical. Dados citogenéticos disponíveis para os serrasalmídeos indicam a 

existência de considerável variação inter e intraespecífica, embora a maioria dos dados estejam 

restritos a poucos gêneros (Colossoma, Piaractus e Serrasalmus). Diante disso, o presente 

estudo analisou indivíduos de Metynnis lippincottianus e Metynnis maculatus de ocorrência 

natural para investigar o processo de evolução cromossômica no gênero e a possível existência 

de cromossomos B. As análises foram baseadas em bandamento C e mapeamento físico 

cromossômico de DNAs ribossomais. Ambas as espécies apresentaram um número diploide de 

62 cromossomos, e a existência de um pequeno cromossomo B foi verificada em fêmeas de M. 

lippincottianus. A banda C revelou heterocromatina nas porções pericentroméricas e terminais 

dos cromossomos de ambas as espécies, enquanto o cromossomo B foi inteiramente 

heterocromático. A hibridização in situ fluorescente (FISH) revelou DNAr 18S em dois pares 

de cromossomos nas duas espécies, com um grande bloco também sendo observado no 

cromossomo B, enquanto sítios de DNAr 5S foram detectados no primeiro par de cromossomos 

subtelocêntricos em ambas as espécies, e com o par 4 marcado apenas em M. maculatus. Em 

M. lippincottianus, os retroelementos foram dispersos ao longo de praticamente todos os 

cromossomos do complemento, com exceção do cromossomo B. Apesar da aparente 

conservação de algumas características citogenéticas dos serrasalmídeos, foram encontradas 

variações inter e intraespecíficas no gênero, em particular a presença do cromossomo B nas 

fêmeas de M. lippincottianus. 

 

Palavras-chave: DNA repetitivo, evolução cromossômica, FISH, supranumerário, silver 

dollar. 
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Introdução 

Serrasalmidae é uma família da ordem Characiformes composta por 97 espécies válidas 

distribuídas em 16 gêneros viventes e um extinto (Eigenmann 1915; Jégu 2003; Cione et al. 

2009; Fricke et al. 2018). Esses peixes, geralmente conhecidos como piranhas, pacus e “silver 

dollars”, são exclusivos dos ambientes de água doce e endêmicos da região Neotropical, com 

ampla distribuição nos rios da América do Sul, onde são especialmente abundantes nas bacias 

amazônica, do Orinoco e Paraná-Paraguai. Aproximadamente 40 espécies de serrasalmídeos 

ocorrem na bacia amazônica (Jégu 2003; Ortí et al. 2008; Nelson et al. 2016; Fricke et al. 

2019). 

Metynnis Cope 1878 é um dos gêneros mais diversos de serrasalmídeos, com 15 

espécies válidas, distribuídas nas bacias amazônica, Orinoco, Paraguai, Paraná e São Francisco, 

e nos sistemas fluviais costeiros das Guianas e Nordeste do Brasil (Zarske e Géry 1999; 2008; 

Jégu 2003; Pavanelli et al. 2009; Ota et al. 2016). Metynnis pode ser diferenciado dos demais 

serrasalmídeos pela base da nadadeira adiposa alongada, que excede a distância entre a inserção 

da nadadeira dorsal e a origem da nadadeira adiposa (Eigenmann 1915; Jégu 2003). 

O gênero foi recuperado como monofilético, tanto por análises morfológicas (Machado-

Allison 1982; 1983; Jégu 2004) quanto por análises moleculares (Ortí et al. 1996; 2008; 

Calcagnotto et al. 2005; Thompson et al. 2014). Porém, a taxonomia de Metynnis é confusa 

principalmente pela grande variação ontogenética e dimorfismo sexual existente entre os 

indivíduos, que inclui a presença de um lobo na nadadeira anal de machos maduros, 

alongamento do primeiro raio da nadadeira dorsal, e variação no padrão de coloração, com 

machos geralmente apresentando colorido mais visível que fêmeas (Zarske e Géry 1999; Ota 

et al. 2016). 

Relativamente poucos dados citogenéticos estão disponíveis para os serrasalmídeos, e 

estes são restritos a um pequeno número de espécies. O número diploide varia entre 54 

cromossomos nos gêneros mais basais, Colossoma Eigenmann & Kennedy 1903, Mylossoma 

Eigenmann e Kennedy 1903, e Piaractus Eigenmann 1903 (Nirchio et al. 2003; Ribeiro et al., 

2014), e 64 em Serrasalmus hollandi, representante mais derivado (Muramoto et al. 1968). Em 

Metynnis, o único parâmetro citogenético conhecido é o número diploide de 62 cromossomos, 

registrado em Metynnis lippincottianus (Cope 1870) (Arefjev 1989) e Metynnis maculatus 

(Kner 1858) (Baroni et al. 2009). Baroni et al. (2009) também relataram a presença de um 

cromossomo B em M. maculatus, associado a sequências de RNAr 18S. 

Os cromossomos B são elementos supranumerários, não-homólogos do complemento 

cromossômico, compostos por famílias multigênicas e sequências repetitivas (Camacho 2005; 
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Baroni et al. 2009), e podem estar relacionados a variações na razão sexual de populações 

(Maistro et al. 1992; Vicente et al. 1996; Mizoguchi e Martins-Santos 1997; Yoshida et al. 

2011). Estes cromossomos foram observados em uma variedade de espécies de peixes de 

diferentes ordens (Neo et al. 2000; Moreira-Filho et al. 2004; da Silva et al. 2016), mas poucos 

foram registrados em peixes da bacia do rio Amazonas (por exemplo, Cichla monoculus, 

Cichla sp. e Crenicichla reticulata) (Feldberg et al. 2004). 

O único caso registrado em serrasalmídeos é o de M. maculatus (Baroni et al. 2009), 

envolvendo espécimes da bacia do rio Paraná. A ocorrência desta espécie na bacia do rio Paraná 

é controversa, e é considerada um erro de identificação resultante de sua similaridade 

morfológica com M. lippincottianus (Graça e Pavanelli 2007; Júlio Júnior et al. 2009; Ota 

2015; Ota et al. 2018). Tanto M. maculatus quanto M. lippincottianus foram descritas na bacia 

do rio Amazonas e a ocorrência natural de M. lippincottianus no rio Paraná ainda é contestável 

(Ota 2015). 

Portanto, o presente estudo foi baseado no mapeamento cromossômico de sequências 

repetitivas em exemplares de M. lippincottianus e M. maculatus, além da verificação da 

ocorrência de cromossomos B em ambas as espécies. Os resultados contribuem para o 

entendimento da evolução cromossômica do gênero. 

 

Material e Métodos  

Os indivíduos analisados no presente estudo incluíram 10 Metynnis lippincottianus (6 

machos e 4 fêmeas) (Figura 1b-c) do Rio Oiapoque no Estado do Amapá, e oito Metynnis 

maculatus (6 machos e 2 fêmeas) (Figura 1a) da bacia do Rio Amazonas, no estado do Pará. 

Todos os indivíduos foram identificados usando a chave taxonômica de Ota (2015) para o 

gênero Metynnis, sendo o sexo determinado pela análise microscópica das gônadas. A coleta 

dos indivíduos foi autorizada pelo IBAMA (licença 28095-1) e procedimentos experimentais 

foram aprovados pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) do Instituto Nacional de 

Pesquisas da Amazônia (INPA) em Manaus (processo número 027/2017). Os espécimes foram 

depositados na coleção de peixes do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazônia (INPA57688 

- Metynnis lippincottianus e INPA 57687 - Metynnis maculatus). 
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As suspensões celulares foram obtidas de tecido renal, segundo protocolo de Gold et 

al. (1990). O bandeamento C foi baseado no protocolo de Sumner (1972), com pequenas 

modificações. As Regiões Organizadoras de Núcleos (RONs) foram identificadas usando a 

técnica Ag-RON descrita por Howell e Black (1980). 

A extração de DNA total foi realizada a partir de tecido muscular, utilizando o Wizard® 

Genomic DNA Purification Kit (Promega), segundo orientações do fabricante. A quantificação 

do material extraído foi realizada em gel de agarose 1,5% com marcador de peso molecular 

conhecido e em NanoVue™ Plus (GE Healthcare). As sequências de DNAr 18S, DNAr 5S, e 

sequência telomérica foram amplificadas por Reação em Cadeia da Polimerase (PCR), 

utilizando os primers a seguir: 18Sf (5’-CCG CTT TGG TGA CTC TTG AT-3’) e 18Sr (5’-

CCG AGGACC TCA CTA AAC CA-3’) (Gross et al. 2010); 5Sa (5’-TAC GCC CGA TCT 

CGT CCG ATC-3’), e 5Sb (5’- CAGGCT GGT ATG GCC GTA AGC-3’) (Martins e Galetti 

1999); e (TTAGGG)5 e (CCCTAA)5 (Ijdo et al. 1991). Visando correlacionar sequências 

repetitivas e cromossomos B, foram amplificados e mapeados os retroelementos Rex1, Rex3, 

Figura 1. Vouchers de espécies de Metynnis: M. maculatus, bacia do rio Amazonas, Pará, INPA 

57687, macho, 114,8 mm SL, (a); M. lippincottianus, bacia do rio Oiapoque, estado do Amapá, 

INPA 57688, fêmea, 66,6 mm SL (b); macho, 63,5 mm SL (c). 
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Rex6, utilizando os seguintes primers: RTX1-F1 (5’-TTC TCC AGT GCC TTC AAC ACC-

3’) e RTX1-R1 (5’- TCC CTC AGC AGA AAG AGT CTG CTC-3’) (Volff et al. 2000); 

RTX3-F3 (5’- CGG TGA YAA AGG GCA GCC CTG-3’) e RTX3-R3 (5’-TGG CAG ACN 

GGG GTG GTG GT-3’) (Volff et al. 1999); Rex6-Medf1 (5’TAA AGC ATA CAT GGA GCG 

CCAC) e Rex6-Medf2 (5’AGG AAC ATG TGT GCA GAA TATG) (Volff et al. 2001b). 

A hibridização fluorescente in situ (FISH) foi executada conforme o protocolo descrito 

por Pinkel et al. (1986), com condição de estringência de 77%. Os produtos da PCR do gene 

DNAr 18S e sequência telomérica foram marcados por nick translation com digoxigenina-11-

dUTP (Dig-Nick Translation mix; Roche) e o DNAr 5S, os retroelementos Rex1, Rex3 e Rex6 

com biotina-14-dATP (Biotin Nick Translation mix; Roche), seguindo as instruções do 

fabricante. A detecção dos sinais de hibridização foi realizada com anti digoxigenina-rodamina 

(Roche Applied Science) para as sondas de DNAr 18S e sequência telomérica e estreptavidina 

(Sigma-Aldrich) para as sondas de DNAr 5S, Rex1, Rex3 e Rex6. Em seguida os cromossomos 

foram contracorados com DAPI, analisados em microscópio de epifluorescência Olympus 

BX51 e classificados de acordo com Levan et al. (1964). 

 

Resultados 

Todos os indivíduos de Metynnis maculatus analisados apresentaram o mesmo número 

diploide (2n = 62) e fórmula cariotípica 32m+26sm+4st, sem variação intraespecífica ou sexual 

(Figura 2a). A heterocromatina constitutiva foi distribuída nas regiões centroméricas de todos 

os cromossomos do complemento e em pequenos blocos terminais, exceto nos pares 2, 4, 11, 

13, 14, 15 e 16 (Figura 2b). 

Metynnis lippincottianus também apresentou 2n = 62 cromossomos, com uma fórmula 

cariotípica de 32m+28sm+2st. Nesta espécie, entretanto, um pequeno cromossomo extra 

acrocêntrico também foi observado nas fêmeas, estando presente em 100% das metáfases 

analisadas (Figura 2c). Regiões heterocromáticas foram detectadas nas regiões centroméricas 

e terminais da maioria dos cromossomos (exceto nos pares nº 4, 10, 15, 16, 19, 23, 24, 26, 28 

e 31). O cromossomo extra, considerado B, das fêmeas foi inteiramente heterocromático 

(Figura 2d). 

As sequências ribossômicas 18S e 5S em M. maculatus apresentaram o mesmo padrão 

de distribuição em ambos os sexos. Os sítios de DNAr 18S foram observados na porção 

intersticial do braço longo do par 19 e na região pericentromérica do par 22 (Figura 3a). O 
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RNAr 5S esteve presente em dois pares, na região intersticial do braço longo do par nº 4 e na 

porção terminal do braço curto do par nº 30 (Figura 3a). 

Em M. lippincottianus, os sinais de DNAr 18S também foram detectados nos pares 19 

e 22, em posição pericentromérica, em ambos os sexos, embora as fêmeas apresentassem um 

sinal adicional no cromossomo B (Figura 3b), que não foi revelado por coloração com nitrato 

de prata (dados não mostrados). Os sítios DNAr 5S foram detectados em apenas um par 

(primeiro par de subtelocêntricos), terminalmente no braço curto, com heteromorfismo de 

tamanho entre os homólogos (Figura 3b). Sequências teloméricas foram detectadas apenas nas 

regiões terminais dos cromossomos, incluindo do cromossomo B de fêmeas de M. 

lippincottianus (Figura 3 f, g). 

O mapeamento dos retroelementos da família Rex em M. lippincottianus encontrou 

esses elementos dispersos ao longo do complemento cromossômico. As sequências Rex1, Rex3 

e Rex6 tiveram uma distribuição similar, com blocos conspícuos sendo observados em regiões 

pericentroméricas de alguns cromossomos submetacêntricos. Esse padrão difuso de 

distribuição foi observado em machos e fêmeas, embora nenhum retroelemento tenha sido 

detectado no cromossomo B (Figura 3c, d, e). 

 

 

 

 

 

Figura 2. Cariótipos das duas espécies de Metynnis analisadas no presente estudo. M. maculatus: (a) 

coloração com Giemsa; (c) Banda C. M. lippincottianus: (b) coloração com Giemsa; (d) Banda C. Barra de 

escala = 10 µm. 
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Figura 3. FISH das sequências repetitivas nas duas espécies de Metynnis analisadas. M. maculatus: 

(a) 5S (verde) e 18S (vermelho); (f) sequência telomérica. M. lippincottianus: (b) 5S (verde) e 18S 

(vermelho); (c) Rex1; (d) Rex3; (e) Rex6; (g) sequências teloméricas. As setas indicam o 

cromossomo B sem marcação em (c, d, e). Barra de escala = 10 µm. 
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Discussão  

As filogenias de Serrasalmidae, baseadas em análises morfológias (Machado-Allison 

1982; 1983; Jégu 2004) e moleculares (Ortí et al. 2008; Thompson et al. 2014), consideram 

essa família monofilética. Entretando, a proposta molecular divide os serrasalmídeos em três 

clados: “pacu”, “Myleus” e “piranha”. A maioria dos dados citogenéticos disponíveis refere-se 

aos clados “pacu” (Colossoma, Mylossoma e Piaractus) e “piranha”. No clado "pacu", todas 

as espécies têm 2n = 54 cromossomos (Nirchio et al. 2003; Ribeiro et al. 2014). No clado 

“piranha”, a maioria das espécies de Serrasalmus possui 2n = 60 cromossomos (Nakayama et 

al. 2000; 2001; 2002; 2008; 2012), enquanto Metynnis maculatus tem 2n = 62 (Baroni et al. 

2009). No caso do clado “Myleus”, apenas Myleus micans (Lütken 1875) foi analisada e tem 

2n = 58 (Moreira-Peres et al. 2006). 

Apesar de limitados, os dados cromossômicos disponíveis para os serrasalmídeos 

indicam que o número diploide de cada gênero é constante (Arefjev 1989; Baroni et al. 2009; 

presente estudo), com exceção de uma nova espécie de Serrasalmus, que é semelhante a S. 

rhombeus (Linnaeus 1766) e tem um número diploide de 58 cromossomos (Nakayama et al. 

2002; 2012) e de S. hollandi com um número diploide de 64 (Muramoto et al. 1968).  

A distribuição de blocos heterocromáticos em posições centroméricas e terminais, 

como observado em M. lippincottianus e M. maculatus, parece ser típica dos serrasalmídeos 

(Nakayama et al. 2000; 2001; 2002; Nirchio et al. 2003; Ribeiro et al. 2014). Nas duas espécies 

analisadas no presente estudo, a heterocromatina constitutiva também coincidiu com a 

distribuição dos genes ribossomais 18S e 5S. Essa associação entre a heterocromatina e sítios 

18S já havia sido observada em outras espécies de serrasalmídeos, como o sinal RNAr 18S na 

porção terminal dos cromossomos das espécies de Serrasalmus, em Colossoma macropomum 

(Cuvier 1816) e Piaractus mesopotamicus (Holmberg 1887) (Nakayama et al. 2008; 2012; 

Ribeiro et al. 2014), e em regiões centroméricas em Myleus micans (Moreira-Peres et al. 2006). 

No entanto, o mapeamento do RNAr 5S destacou as diferenças entre as duas espécies 

estudadas. Enquanto ambas as espécies apresentaram um sinal terminal nos cromossomos 

subtelocêntricos maiores (pares 30 e 31), um sítio adicional foi detectado na região intersticial 

do par nº 4 em M. maculatus. Em ambas as espécies, sítios de DNAr 5S foram observados em 

regiões heterocromáticas, o que também parece ser comum em serrasalmídeos. Em todas as 

espécies de Serrasalmus analisadas até o momento, por exemplo, um grande bloco 

heterocromático associado ao DNAr 5S foi observado no par nº 7 (Nakayama et al. 2008; 

2012), associação também observada nos cromossomos portadores de 5S de Colossoma, 

Piaractus e Mylossoma (Ribeiro et al. 2014). 
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Embora as espécies analisadas no presente estudo apresentem uma série de 

características típicas de serrasalmídeos, a presença de um cromossomo B nas fêmeas de M. 

lippincottianus (que possui um sítio de DNAr 18S) é de grande relevância para o entendimento 

da evolução cromossômica nessa família. Baroni et al. (2009) analisaram 10 indivíduos 

identificados como M. maculatus, coletados no rio Grande (em São Paulo), um afluente do rio 

Paraná. Um pequeno cromossomo B foi encontrado em quatro dos 10. Após a consulta de dois 

espécimes-testemunho deste estudo (MZUSP 88516), e considerando os achados do presente 

estudo, é provável que os quatro indivíduos com cromossomos B eram do sexo feminino, 

embora os autores não tenham identificado o sexo dos mesmos. 

Como mencionado, entretanto, M. maculatus não é encontrada na bacia do Paraná, uma 

vez que sua distribuição geográfica é restrita à bacia amazônica, incluindo os rios Branco, 

Negro e Trombetas, no Escudo das Guianas, e os rios Purus, Madeira e Paraguai, no Escudo 

Brasileiro (Ota 2015). Em revisão das espécies de peixes encontradas na planície inundada do 

alto Paraná, Graça e Pavanelli (2007) já haviam estabelecido que M. lippincottianus é a única 

espécie de Metynnis encontrada nesta região, e alertaram que esta espécie era comumente 

confundida com M. maculatus. As duas espécies compartilham aspectos de sua coloração, 

como manchas escuras no corpo, que dificultam a diferenciação entre elas. 

A ocorrência de M. lippincottianus na bacia do Paraná foi confirmada por diversos 

estudos (Júlio Júnior et al. 2009; Makrakis et al. 2007; Ota 2015; Ota et al. 2018), embora Ota 

(2015) postule que as espécies podem ter sido introduzidas na região. Mesmo assim, as espécies 

encontradas nesta bacia têm sido erroneamente identificadas (ex. Langeani et al. 2007; Júlio 

Júnior et al. 2009). 

Dadas todas essas considerações, parece razoável supor que os dados citogenéticos 

apresentados por Baroni et al. (2009) referem-se, de fato, a M. lippincottianus, ao invés de M. 

maculatus, e que as características citogenéticas desta espécie foram descritas pela primeira 

vez no presente estudo. Neste caso, enquanto os cromossomos B estão presentes em M. 

lippincottianus, eles não são encontrados em M. maculatus. 

A presença de um cromossomo B nas fêmeas de M. lippincottianus não é uma 

ocorrência comum, uma vez que, até o momento, cromossomos supranumerários só foram 

encontrados em aproximadamente duas mil espécies de animais, plantas e fungos (Camacho 

2005). No entanto, cromossomos B heterocromáticos, como os observados no presente estudo, 

já foram registrados em um grande número de espécies de peixes (Pauls e Bertollo 1983; 

Mizoguchi e Martins-Santos 1997; Poleto et al. 2010; Fantinatti et al. 2011). Nestas espécies, 

a constância dos cromossomos B nas células e sua alta frequência são consistentes com a 
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existência de mecanismos para sua manutenção e segregação durante a divisão celular, os quais 

ainda não foram elucidados adequadamente (Valente et al. 2017). 

A presença de sequências ribossomais em cromossomos B foi registrada em Astyanax 

Baird & Girard 1854 e Haplochromis Hilgendorf 1888. Em Astyanax fasciatus (Cuvier 1819), 

da Silva et al. (2016) observaram sequências ribossômicas ativas, enquanto em Astyanax 

paranae Eigenmann 1914 (Silva et al. 2014a) e Haplochromis obliquidens (Hilgendorf 1888) 

(Poletto et al. 2010), nenhuma atividade foi detectada nos sítios de RNAr 18S pelo AgRON, 

como no presente estudo. A presença e manutenção de sequências RNAr 18S nos cromossomos 

B pode ser explicada pelo aumento nas taxas de transcrição dessa sequência ribossômica, o que 

resultaria em uma vantagem para os indivíduos que possuem esses cromossomos 

supranumerários (ver revisão em Camacho et al. 2000). 

Entretanto, este não parece ser o caso das fêmeas de M. lippincottianus, uma vez que 

nenhuma atividade foi observada nesses cístrons quando impregnados com nitrato de prata. Os 

sinais de DNAr 18S detectados pelo FISH podem, assim, representar sequências inativas, o 

que justificaria sua presença em cromossomos supranumerários totalmente heterocromáticos. 

Uma das hipóteses utilizadas para explicar a presença de sequências ribossômicas nos 

cromossomos B é que elas se originam do complemento A, uma vez que as regiões da RON 

podem representar vestígios de quebra cromossômica, que deram origem aos cromossomos B, 

como já sugerido (Camacho et al. 2000). 

Esses cromossomos supranumerários podem ser compostos de famílias multigênicas e 

sequências repetitivas de DNA, como satélites e elementos móveis (Camacho 2005). Uma 

associação entre elementos retrotransponíveis e cromossomos B foi observada em 

Haplochromis latifasciatus Regan 1929, com os elementos Rex1 e Rex3 sendo dispersos por 

todo o cromossomo supranumerário, embora a sequência Rex6 estivesse ausente (Fantinatti et 

al. 2011). Em M. lippincottianus, no entanto, o cromossomo B não está relacionado a elementos 

transponíveis da família Rex, sem nenhum sinal sendo detectado para qualquer um dos 

retroelementos, Rex1, Rex3 ou Rex6. Em contraste, os outros cromossomos do complemento 

de M. lippincottianus apresentam as três sequências Rex, que estão bem dispersas ao longo dos 

cromossomos, um padrão típico da maioria dos peixes (Ferreira et al. 2010; Borba et al. 2013; 

Daniel et al. 2015). Em C. macropomum e P. mesopotamicus, por exemplo, o mesmo padrão 

de dispersão dos elementos Rex3 e Rex6 foi observado no cariótipo (Ribeiro et al. 2017), 

indicando que a falta de compartimentalização desses retroelementos é comum em 

serrasalmídeos. 
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A presença de cromossomos B exclusivamente em fêmeas de M. lippincottianus é 

consistente com o padrão observado em alguns outros caraciformes. Néo et al. (2000) não só 

observaram cromossomos B mais frequentemente em fêmeas de Astyanax scabripinnis (Jenyns 

1842) em comparação com os machos, mas também nos indivíduos de altitudes mais elevadas 

(entre 1800m e 1920m acima do nível do mar). As maiores frequências de cromossomos B 

foram registradas em três populações de A. scabripinnis e, em uma delas, foi encontrada uma 

associação entre a frequência desses cromossomos e um desvio na razão sexual (Vicente et al. 

1996). 

O papel dos cromossomos B na determinação do sexo do indivíduo tem sido relatado 

em várias espécies, uma vez que esses cromossomos possuem características distintas em 

comparação com os do complemento A, como a distribuição da cromatina, o acúmulo de DNA 

repetitivo e a perda da função do gene (Camacho 2005). Em Lithochromis rubripinnis 

Seehausen, Lippitsch & Bouton 1998, por exemplo, cromossomos B foram encontrados em 

fêmeas, sendo que a presença desses cromossomos tende a influenciar a razão sexual, 

ligeiramente em favor do gênero feminino (Yoshida et al. 2011). Na análise de duas populações 

de A. scabripinnis, Mizoguchi e Martins-Santos (1997) também encontraram cromossomos B 

restritos às fêmeas, encontrando entre 0 e 2 desses cromossomos por célula em uma das 

populações analisadas. Clark et al. (2017) também encontraram uma associação entre a 

presença de cromossomos B e o sexo feminino em alguns ciclídeos africanos. 

Em geral, os resultados do presente estudo indicam que Metynnis conserva muitas das 

características cromossômicas de Serrasalmidae, como a distribuição da heterocromatina, a 

associação entre sequências ribossômicas e blocos heterocromáticos, e o número diploide 

conservado em cada gênero. Entretanto, a presença de cromossomo B restrito a um dos sexos 

de M. lippincottianus evidencia uma variação intraespecífica com papel importante na 

evolução cariotípica do gênero. A presença desta pequena modificação cromossômica em uma 

espécie de Metynnis reforça a necessidade de dados citogenéticos sobre as outras espécies do 

gênero, que poderão fornecer informações importantes sobre a evolução cromossômica deste 

grupo de peixes amazônicos, bem como uma melhor compreensão dos processos que 

determinam a ocorrência de cromossomos B em geral. 
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3.3 - Tendências na evolução cromossômica da família Serrasalmidae (Characiformes). 
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Resumo 

Apesar de ser considerada monofilética, a família Serrasalmidae é dividida, com base 

em hipóteses moleculares, em três grandes clados (“pacus”, “Myleus” e “piranhas”) e apresenta 

grande diversidade morfológica e cromossômica. Diante disso, este trabalho teve como 

objetivo analisar por meio de técnicas citogenéticas clássicas e moleculares espécies dos clados 

“Myleus” (Myloplus asterias, M. lobatus, M. rubripinnis, M. schomburgkii e Tometes 

camunani) e “piranha” (Metynnis cuiaba, M. hypsauchen, M. longipinnis), afim de 

compreender a evolução cromossômica da família. As quatro espécies do gênero Myloplus e 

T. camunani apresentaram 2n = 58, enquanto as espécies de Metynnis 2n= 62 cromossomos. A 

distribuição da heterocromatina se deu predominantemente em regiões pericentroméricas em 

todas as espécies. Tometes e Myloplus evidenciaram apenas um sítio portador de DNAr 5S, e 

marcações múltiplas de DNAr 18S foram vistas em T. camunani, M. asterias, M. lobatus, M. 

rubripinnis e M. schomburgkii. Já, para Metynnis, observou-se sintenia dos DNAr 18S e 5S nas 

três espécies, além de uma marcação adicional de 5S em M. longipinnis. Esses dados, quando 

sobrepostos à filogenia da família, sugerem uma tendência ao aumento do número diploide de 

54 para 62 cromossomos, o qual ocorreu de forma não linear entre os clados e é resultante de 

vários tipos de rearranjos cromossômicos. Além disso, as diferentes fórmulas cariotípicas e 

localizações das sequências ribossomais podem ser utilizadas como marcadores 

citotaxonômicos e auxiliar na identificação de espécies dada a dificuldade e as incertezas 

taxonômicas ainda existentes sobre a família. 

 

Palavras-chave: DNA repetitivo, mapeamento cromossômico, FISH, pacu. 
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Introdução 

Serrasalmidae é uma família de peixes endêmicos da região Neotropical, que se 

distribuem principalmente nas bacias Amazônica, Orinoco e Paraná-Paraguai (Jégu 2003; Ortí 

et al. 2008; Nelson et al. 2016). Apesar da ocorrência de algumas espécies em ambientes de 

corredeiras, habitam tipicamente lagos e planícies alagadas (Ota et al. 2013). Abriga 98 

espécies válidas, distribuídas em 16 gêneros viventes, com aproximadamente 40 espécies 

ocorrendo na bacia amazônica (Jégu 2003; Cione et al. 2009; Fricke et al. 2019). Diferem 

quanto aos hábitos alimentares, tendo carnivoria, frugivoria, herbivora e lepidofagia 

(consumidor de escamas) presentes na família (Goulding 1980; Ortí et al. 2008). 

Apesar das diversas estratégias de alimentação, algumas características morfológicas 

são comuns à família, tais como: corpo muito alto e comprimido, presença de uma quilha 

ventral, composta por espinhos derivados de escamas abdominais modificadas e a presença de 

um espinho pré-dorsal, anteriormente direcionado, o qual é ausente apenas em Colossoma 

Eigenmann & Kennedy, 1903, Mylossoma Eigenmann & Kennedy, 1903 e Piaractus 

Eigenmann, 1903 (Jégu 2003; Ortí et al. 2008). Embora possua algumas relações filogenéticas 

confusas, com muitos gêneros definidos apenas por caracteres relacionados à dentição, bem 

como pela descoberta recente de novas linhagens (Machado et al. 2018; Mateussi et al. 2019), 

é uma família considerada monofilética (Machado-Allison 1982; 1983; Calcagnotto et al. 

2005) e dividida em três grandes clados: “pacus”, “Myleus” e “piranhas” (Ortí et al. 2008; 

Thompson et al. 2014). 

 O número diploide (2n) na família apresenta variação: 54 cromossomos ocorrem nos 

gêneros Colossoma (Almeida-Toledo et al. 1987; Nakayama et al. 2012), Mylossoma (Ribeiro 

et al. 2014) e Piaractus (Nirchio et al. 2003; Ribeiro et al. 2014), 62 cromossomos são 

observados no gênero Metynnis (Arefjev 1989; Baroni et al. 2009; Favarato et al. 2019) e 60 

cromossomos ocorrem em Serralsamus, Pygocentrus Müller & Troschel, 1844, sendo este o 

2n mais comum para as espécies já cariotipadas (Nakayama et al. 2000; 2001; 2002; 2008; 

2012). 

Além das diferenças no número diploide, variações intra e interespecíficas quanto à 

fórmula cariotípica já foram relatadas. Em Serralsamus, por exemplo, essa diversidade pode 

ser vista em S. rhombeus Linnaeus 1766, do Lago Catalão - AM, onde foram encontrados três 

cariomorfos ocorrendo em simpatria, os quais variaram tanto no 2n, quanto na fórmula 

cariotípica (Nakayama et al. 2001; Texeira et al. 2006; capítulo 1). Diferentes cariomorfos 

também foram observados em exemplares de S. spilopleura (S. maculatus) da bacia do Parana-
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Paraguai (Cestari e Galetti Jr. 1992a) e S. maculatus (descrita como S. spilopleura) da bacia 

amazônica (Nakayama et al. 2000; Centofante et al. 2002). 

Estudos citogenéticos em serrasalmídeos têm avançado nos últimos anos com diferentes 

abordagens, que variam desde caracterização cromossômica de espécies como Pygocentrus 

cariba Humboldt & Valenciennes, 1821 (Gaviria et al. 2005), Myleus micans Lütken, 1875 

(Moreira Peres et al. 2006), uso de marcadores citogenéticos como a identificação de híbridos 

entre Colossoma e Piaractus (Ribeiro et al. 2017), e a descrição de cromossomo B restrito a 

fêmeas em M. lippincottianus (Favarato et al. 2019). 

Diante da diversidade de dados cromossômicos vista em Serrasalmidae, o presente 

trabalho teve como objetivo analisar espécies do clado “Myleus” e de Metynnis, gênero basal 

do clado “piranha”, para inferir se existe uma tendência ao aumento do número diploide na 

família. 

 

Material e Métodos 

No presente estudo analisamos um total de 39 indivíduos alocados em oito espécies e 

três gêneros (Tabela 1). A coleta dos indivíduos foi autorizada pelo IBAMA (licença 28095-1) 

e os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comissão de Ética no Uso de Animais 

(CEUA) do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazônia (INPA) (processo número 027/2017). 

As suspensões celulares foram obtidas a partir de tecido renal, segundo protocolo de 

Gold et al. (1990). O bandeamento C foi baseado no protocolo de Sumner (1972), com 

pequenas modificações e coradas com iodeto de propídio (Lui et al. 2012). A extração de DNA 

total foi realizada a partir de tecido muscular, utilizando o Wizard® Genomic DNA Purification 

Kit (Promega), segundo orientações do fabricante. O DNA extraído foi quantificado em Gel de 

agarose a 1,5% com NanoVueTM Plus (GE Healthcare). As sequências de DNAr 18S, DNAr 

5S, e sequência telomérica foram amplificadas por Reação em Cadeia da Polimerase (PCR), 

utilizando os primers a seguir: 18Sf (5’-CCG CTT TGG TGA CTC TTG AT-3’) e 18Sr (5’-

CCG AGGACC TCA CTA AAC CA-3’) (Gross et al. 2010); 5Sa (5’-TAC GCC CGA TCT 

CGT CCG ATC-3’) e 5Sb (5’- CAGGCT GGT ATG GCC GTA AGC-3’) (Martins e Galetti 

1999); e (TTAGGG)5 e (CCCTAA)5 (Ijdo et al. 1991). 

A hibridização fluorescente in situ (FISH) foi executada conforme o protocolo descrito 

por Pinkel et al. (1986), com condição de estringência de 77%. Os produtos da PCR do gene 

DNAr 18S e sequência telomérica foram marcados por nick translation com digoxigenina-11-

dUTP (Dig-Nick Translation mix; Roche) e o DNAr 5S com biotina-14-dATP (Biotin Nick 

Translation mix; Roche), seguindo as instruções do fabricante. A detecção dos sinais de 
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hibridização foi realizada com anti digoxigenina-rodamina (Roche Applied Science) para as 

sondas de DNAr 18S e sequência telomérica, e com estreptavidina (Sigma-Aldrich) para as 

sondas de DNAr 5S. Em seguida os cromossomos foram contracorados com DAPI, analisados 

em microscópio de epifluorescência Olympus BX51 e classificados de acordo com Levan et 

al. (1964). 

 

Tabela 1. Espécies e número de indivíduos analisados, com seus respectivos pontos de coleta. 

Espécies 

Número de 

indivíduos 

Machos    Fêmeas 

Localidade Voucher 

Metynnis cuiaba 0               1 
Anavilhanas (AM), Rio 

Negro 
INPA-ICT 059049 

Metynnis hypsauchen 3               6 
Balbina (AM), Rio 

Uatumã  
INPA-ICT 059050 

Metynnis longipinnis 1               2 
Anavilhanas (AM), Rio 

Negro 
INPA-ICT 059051 

Myloplus asterias 1               1 
Castanhal (PA), Igarapé 

Apeu  
INPA-ICT 059052 

Myloplus lobatus         3               0 
Manaus (AM), Lago 

Catalão  
INPA-ICT 059056 

Myloplus rubripinnis 4                4 Belém (PA), Rio Guamá INPA-ICT 059053 

Myloplus schomburgkii 9               3 Altamira (PA) INPA-ICT 059054 

Tometes camunani         1               0 Belém (PA)  INPA-ICT 059055 

 

 

Resultados 

As quatro espécies do gênero Myloplus e T. camunani têm 2n=58, enquanto as espécies 

de Metynnis têm 2n= 62 cromossomos (Figuras 1 e 2). As fórmulas cariotípicas e/ou número 

fundamental (NF) foram espécie-específicas (Tabela 2). 

AM = Amazonas; PA = Pará. 
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Figura 1: Cariótipos das espécies com 2n=58, corados com Giemsa (coluna da esquerda) e com banda 

C (coluna da direita): (a, b) T. camunani; (c, d) M. asterias; (e, f) M. schomburgkii; (g, h) M. lobatus; 

(i, j) M. rubripinnis. Barra de escala=10 µm. 
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Figura 2: Cariótipos de M. longipinnis (a, b); M. cuiaba (c, d); M. hypsauchen (e, f), corados com 

Giemsa (a, c, e) e Banda C (b, d, f). Barra de escala=10 µm. 

 

Tabela 2. Espécies analisadas com seus respectivos números diploide, fundamental e fórmula 

cariotípica (2n=número diploide; NF=Número Fundamental; m=metacêntrico; 

sm=submetacêntrico; st=subtelocêntrico; a=acrocêntrico). 

Espécies 2n NF Fórmula cariotípica 

Metynnis cuiaba 62 122 34m+26sm+2a 

Metynnis longipinnis 62 122 40m+20sm+2a 

Metynnis hypsauchen 62 120 38m+20sm+4a 

Myloplus asterias 58 94 20m+16sm+22a 

Myloplus schomburgkii 58 116 34m+24sm 

Myloplus lobatus 58 116 32m+26sm 

Myloplus rubripinnis 58 96 20m+18sm+20a 

Tometes camunani  58 104 20m+22sm+4st+12a 

 

A distribuição da heterocromatina se deu principalmente nas regiões pericentroméricas 

de todos os cromossomos de todas as espécies analisadas, além de blocos nas porções terminais 

de alguns cromossomos (Figuras 1 e 2). Algumas espécies também apresentam braços curtos 
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inteiros heterocromáticos de alguns pares, como o par 12 de T. camunani (Figura 1b), pares 7, 

13, 14 e região proximal dos pares 19 e 27 de M. asterias (Figura 1d), pares 2, 5, 18 e 28 de M. 

schomburgkii (Figura 1f), pares 19, 20, 23, 26 e 29 de M. lobatus (Figura 1h), par 11 de M. 

rubripinnis (Figura 1j), pares 21 e 29 M. cuiaba (Figura 2d) e os pares 1, 2,14, 17, 21 de M. 

hypsauchen (Figura 2f). Ainda, observou-se heteromorfismo de tamanho do bloco 

heterocromático no par 2 de M. lobatus (Figura 1h) e par 24 de M. cuiaba (Figura 2d). 

O mapeamento da sequência de DNAr 5S evidenciou apenas um par marcado na porção 

pericentromérica das espécies dos gêneros Tometes e Myloplus, sendo o par 2 de T. camunani 

(Figura 3a), 14 de M. asterias (Figura 3b) e de M. rubripinnis (Figura 3e), 19 de M. 

schomburgkii (Figura 3c) e 5 de M. lobatus (Figura 3d). Em relação ao DNAr 18S as marcações 

foram evidenciadas em três pares cromossômicos em quatro espécies, sendo: T. camunani, 

porção terminal, braço curto, dos pares 22, 25 e 27 (Figura 3e), M. asterias, região intersticial 

do braço curto do par 13, terminal do braço longo do par 19 e pericentromérica do par 25 

(Figura 3b), M. lobatus, região intersticial do braço curto dos pares 2, 8, 22 (Figura 3d) e M. 

rubripinnis, terminal nos pares 20, 22, 24 (Figura 3e). Já, em M. schomburgkii quatro pares 

foram marcados na região intersticial dos braços curtos: 2, 3, 5 e 21 (Figura 3c). 
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Figura 3: Cariótipo das cincos espécies analisadas por Double-FISH com DNAr 18S (vermelho) e 

DNAr 5S (verde) e contra coradas com DAPI: (a) T. camunani; (b) M. asterias; (c) M. schomburgkii; 

(d) M. lobatus; (e) M. rubripinnis. Barra de escala=10 µm. 

 

Para o gênero Metynnis, as três espécies têm sintenia dos DNAr 18S e 5S, na porção 

intersticial dos braços longos de um par, sendo 3, 29 e 10, respectivamente (Figura 4a-c). Em 
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M. longipinnis, além da já citada marcação de 5S detectamos mais uma na porção terminal no 

par 31 (Figura 4a). Com relação aos sítios do DNAr 18S, os mesmos foram visualizados 

também na porção intersticial dos braços longos do par 23 em M. longipinnis e M. hypsauchen 

(Figura 4 a, c) e pericentromérica do par 8 em M. cuiaba (Figura 4 b). As sequências 

teloméricas foram detectadas apenas nas porções terminais dos cromossomos, de todas as 

espécies (Figura 5). 

 

Figura 4: Double-FISH em Metynnis: (a) M. longipinnis; (b) M. cuiaba; (c) M. hypsauchen, sendo 

DNAr 18S (vermelho); DNAr 5S (verde) e contra coradas com DAPI. Barra de escala=10 µm. 
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Figura 5: Metáfases das oito espécies de Serrasalmidae, analisadas por FISH com sonda telomérica e 

contracoradas com DAPI: (a) T. camunani; (b) M. asterias; (c) M. schomburgkii; (d) M. lobatus; (e) M. 

rubripinnis; (f) M. longipinnis; (g) M. cuiaba; (h) M. hypsauchen. Barra de escala=10 µm. 
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Discussão 

Os dados citogenéticos, obtidos no presente trabalho para dois gêneros do clado 

“Myleus” e mais um gênero do clado “piranha”, evidenciam a manutenção do número diploide 

dentro de cada gênero, ou seja, todas as espécies de Metynnis têm 2n=62 cromossomos 

(Favarato et al. 2019; presente trabalho) e as de Tometes e Myloplus têm 2n=58 (presente 

trabalho). Essa preservação do número diploide por gênero já foi relatada para Colossoma, 

Piaractus e Mylossoma (2n=54) (Nirchio et al. 2003; Ribeiro et al. 2014) e Serrasalmus e 

Pygocentrus (2n=60) (Nakayama et al. 2000; 2001; 2002; 2008; 2012; capítulo 1). Essa 

manutenção da macroestrutura cromossômica também pode ser vista dentro da superfamília 

Curimatoidea (Betancur-R et al. 2018), onde 2n=54 é compartilhado por todas as famílias que 

a compõem, podendo ser considerada uma sinaporfomia da superfamília (Porto et al. 1993; 

Feldberg et al. 1993; Martinez et al. 2004; Pastori et al. 2009; Terencio et al. 2012; Traldi et 

al. 2016; Barros et al. 2016). Tal número diploide também está presente nas espécies do clado 

“pacu” em Serrasalmidae (Nirchio et al. 2003; Ribeiro et al. 2014). 

Um outro aspecto interessante de Serrasalmidae é que os dados citogenéticos 

corroboram a hipótese filogenética com base molecular de Orti e colaboradores (2008) que a 

divide a família nos três clados já mencionados anteriormente, onde o clado “pacu” possui 

2n=54 cromossomos em todas as espécies (Nirchio et al. 2003; Ribeiro et al. 2014) e o clado 

“Myleus” 2n=58 (Porto 1999; Moreira Peres et al. 2006; presente trabalho). Já, no “clado 

piranha”, o mais derivado dentro de Serrasalmidae, o número diploide varia de 2n=60 em 

Serrasalmus e Pygocentrus (Nakayama et al. 2000; 2001; 2002; 2008; 2012; Gaviria et al. 

2005) a 2n=62 em Metynnis (Baroni et al. 2009; Favarato et al. 2019; presente trabalho) (Figura 

6).  
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Figura 6: Cladograma adaptado de Thompson et al. (2014), indicando a variação do número diploide 

entre os gêneros e o provável número diploide ancestral do grupo. ( ) Dados não publicados. ( ) 

Número diploide referente ao cariomorfo de S. cf. rhombeus. 

 

Considerando o monofiletismo da família (Machado-Allison 1982; 1983; Calcagnotto 

et al. 2005; Ortí et al. 2008; Thompson et al. 2014) e sua divisão hipotética em três clados, 

propõe-se que 2n=54 cromossomos seja o número diploide ancestral do grupo, com uma 

tendência ao aumento do número diploide de 54 para 62 cromossomos. Estudos anteriores já 

chamaram a atenção para esse fato, sugerindo que este aumento seria por fissões 

cromossômicas, visto que no clado basal a totalidade dos cromossomos é do tipo meta e 

submetacêntricos enquanto no “clado piranha” já se verifica a presença de cromossomos 

acrocêntricos (Nakayama et al. 2012; Ribeiro et al. 2014). O aumento do número diploide 

juntamente com uma maior quantidade de cromossomos dos tipos subtelocêntrico/acrocêntrico 

associado a fissões cromossômicas já foi relatado em espécies de Hypostomus (Siluriformes: 

Loricariidae), no entanto, os autores não descartam a ocorrência de outros rearranjos 

envolvidos na evolução do gênero (Artoni e Bertollo 2001). 

Em Serrasalmidae, entretanto, esta mudança não ocorreu de forma linear do “clado 

pacu” ao “clado piranha” uma vez que M. asterias e M. rubrippinis possuem 2n=58 e vários 

cromossomos acrocêntricos (20a e 22a, respectivamente), enquanto em Metynnis observa-se 

um maior número cromossômico (2n=62) e com elevado número de meta e submetacêntricos 
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e poucos cromossomos acrocêntricos. Isso sugere que além de fissões, translocações e 

inversões pericêntricas estiveram envolvidas na evolução deste grupo de peixes, modificando 

o número diploide e fórmulas cariotípicas entre os clados. 

Com relação à distribuição da heterocromatina em Serrasalmidae, a predominância de 

blocos heterocromáticos nas regiões pericentroméricas e terminais dos cromossomos parece 

ser mantida entre as espécies, estando presente tanto no clado basal (Nirchio et al. 2003; 

Ribeiro et al. 2014) quanto no derivado (Nakayama et al. 2000; 2001; 2002; Favarato et al. 

2019). A presença de braços curtos totalmente heterocromáticos, como em M. schomburgkii e 

M. lobatus, já foi observada em espécies do gênero Serrasalmus (S. compressus e S. elongatus) 

(Nakayama et al. 2002) e, possivelmente, está relacionada a variações interespecíficas em 

Myloplus. Este padrão é semelhante ao de outros Characiformes, como em algumas espécies 

de Anostomidae (Barros et al. 2016) e de Ctenoluciidae (Souza e Sousa et al. 2017). 

Nas espécies analisadas neste trabalho, alguns blocos heterocromáticos mostraram-se 

associados às sequências ribossomais mapeadas, fato relatado em vários grupos de peixes 

(Favarato et al. 2016; Souza e Sousa et al. 2017). Em Serrasalmidae, essa associação foi 

descrita em diferentes espécies de Serrasalmus (Nakayama et al. 2008; 2012), em Colossoma 

macropomum e Piaractus mesopotamicus (Ribeiro et al. 2014) e em Myleus micans (Moreira-

Peres et al. 2006). 

O padrão de localização dos sítios de DNAr 18S e 5S visto nas espécies de Myloplus e 

Tometes assemelha-se ao já descrito na família, com marcações simples de 5S e múltiplas de 

18S, como visto nas espécies de Serrasalmus (Nakayama et al. 2008; 2012). Em contrapartida, 

a sintenia entre as sequências 18S e 5S, observada nas espécies de Metynnis, ainda não havia 

sido relatada nem para espécies do clado basal (Ribeiro et al. 2014) e nem para espécies do 

clado derivado (Nakayama et al. 2008; 2012), podendo ser considerado um caráter inédito para 

a família. Além do par sintênico, mais um par cromossômico apresentou sítios de DNAr 18S, 

coincidindo com o número de marcações de M. maculatus e M. lippincottianus (Favarato et al. 

2019). 

A presença dessas sequências no mesmo par cromossômico não é algo tão comum em 

peixes, mas já foi relatada em espécies de algumas ordens, como Cypriniformes (Inafuku et al. 

2000; Borón et al. 2006), Siluriformes, sendo o gênero Ancistrus um grupo com diversas 

espécies portadoras de sintenia entre os cístrons ribossomais 18S e 5S (Mariotto et al. 2011; 

Favarato et al. 2016) e em Characiformes, onde a distribuição dos sítios ribossomais em 

sintenia foi relatada em espécies de Astyanax Baird & Girard (Ferro et al. 2001; Mantovani et 
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al. 2005; Castro et al. 2014), Prochilodus Agassiz (Vicari et al. 2006), Semaprochilodus 

(Terencio et al. 2012), Triportheus  (Diniz et al. 2009) e Hoplias Gill (Cioffi et al. 2009). 

Assim como o número diploide, os dados acerca dos DNAr também evidenciam uma 

aparente conservação e organização dentro dos clados/gêneros da família. A sequência DNAr 

5S é observada em porções pericentroméricas em dois pares em C. macropomum, Mylossoma 

spp. e Piaractus mesopotamicus (pertencentes ao clado “pacu”) (Ribeiro et al. 2014), enquanto 

em Myleus micans (clado “Myleus”), Serralsamus, Pygocentrus e Metynnis (clado “piranha”) 

apenas um par meta/submetacêntrico é portador desse sítio ribossomal (Moreira-Peres et al. 

2006; Nakayama et al. 2008; 2012; Favarato et al. 2019). Já, para o DNAr 18S é visto um 

aumento no número de sítios do clado basal em direção ao clado derivado. No clado “pacu” as 

espécies possuem 1 a 3 pares portadores de 18S (Nirchio et al. 2002; Ribeiro et al. 2014), no 

clado “Myleus” a maioria das espécies analisadas apresentou três pares com marcações 18S 

(presente trabalho), enquanto no clado “piranha” todas as espécies de Serralsamus e 

Pygocentrus possuem pelo menos cinco pares portadores dessa sequência (Nakayama et al. 

2008; 2012). 

Embora Metynnis possua características próprias, como a presença de sintenia nas três 

espécies analisadas, um sítio adicional de 18S e a presença de uma marcação de 5S no par 

acrocêntrico de M. longipinnis, de forma geral, observa-se uma tendência à conservação do 

número de sítios das sequências ribossomais em cada clado. Sugerindo que há uma manutenção 

da estrutura cromossômica em Serrasalmidae, e que, embora o mapeamento das sequências 

teloméricas não tenha evidenciado nenhum rearranjo, as variações em relação ao número e 

posicionamento das sequências de DNAr 18S e 5S entre as espécies, provavelmente são 

resultantes de rearranjos cromossômicos como translocações e inversões (paracêntricas e 

pericêntricas). 

A macroestrutura cromossômica das espécies, agora representando os três clados, tem 

se mostrado de uma certa forma conservada dentro de cada gênero e tem corroborado esta 

divisão da família em três clados, mostrando forte relação dos dados cromossômicos com as 

filogenias propostas. Além disso, as diferentes fórmulas cariotípicas e localizações das 

sequências ribossomais, vistas em algumas espécies do mesmo gênero, podem ser utilizadas 

como marcadores citotaxonômicos e auxiliar na identificação de espécies, dada a dificuldade e 

as incertezas taxonômicas que a família ainda possui. 
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4. Conclusões Gerais 

Com base nos dados mostrados é possível concluir que: 

- A evolução cromossômica de Serrasalmidae envolveu diferentes rearranjos (fissões, 

translocações e inversões pericêntricas) que resultaram em um número diploide conservado a 

cada clado e num aumento de 54 para 62 cromossomos, do clado basal para clado derivado. 

- Espécies pertencentes a um mesmo clado apresentam diferenças citogenéticas que não 

se restringem às fórmulas cromossômicas, ou seja, além dos rearranjos, sequências repetitivas 

também influenciaram na diferenciação cariotípica do grupo, seja pela localização diferenciada 

de sequências ribossomais e de elementos transponíveis, seja pela presença de DNAr 18S num 

cromossomo B. A atuação, em conjunto, de todos esses eventos permitiram a reorganização de 

sequências de DNA que, provavelmente, desempenhou papel importante na diferenciação das 

espécies. 

- Ainda existe grandes dificuldades e incertezas taxonômicas nos serrasalmídeos, mas 

uma abordagem integrativa parece ser uma ferramenta eficaz em análises de variação 

interespecífica e identificação de espécies. 

- A combinação de dados citogenômicos com dados de análises morfológicas e 

filogenéticas deixa evidente a complexidade da família, que é vista em todos os aspectos já 

estudados, e mantém a divisão da família em três clados. 
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