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Resumo 

 

 Dentro da grande biodiversidade de peixes de água doce de América do Sul, 

a família Characidae tem sido um dos grupos mais controversos taxonomicamente. 

No país transandino Chile, a família é representada apenas pelos Cheirodontinae 

do gênero Cheirodon e suas cinco espécies, das quais C. pisciculus, C. galusdae, 

C. kiliani e C. australe são endêmicas. No entanto C. interruptus é originaria das 

bacias atlânticas da Argentina, Uruguai e Brasil. Para contribuir na descrição das 

relações evolutivas e delimitação taxonômica das espécies do gênero Cheirodon 

presentes no Chile, são descritos pela primeira vez os cariótipos destas cinco 

espécies e comparados segundo seu número diplóide, morfologia cromossômica, 

bandas C, Regiões Organizadoras do Nucléolo (Ag-RON) e a marcação de DNAr 

5S e 18S por hibridação in situ fluorescente (FISH). Para todas as espécies 

analisadas o número diplóide foi de 50 cromossomos, variando na fórmula 

cariotípica entre os tipos metacêntricos, submetacêntricos, subtelocêntricos e 

acrocêntricos. O número de braços cromossômicos foi de 68 em C. australe e C. 

kiliani e de 66 em C. galusdae, C. pisciculus e C. interruptus. A presença e 

distribuição da heterocromatina constitutiva foi similar nas cinco espécies, sendo 

observada principalmente nos centrômeros e telômeros. Foi observada variação no 

número e distribuição das regiões de DNAr 5S e 18S, podendo esses dois clusters 

estar em cromossomos diferentes ou em sintenia. Também foi observada variação 

na atividade das RONs, sendo encontrado em C. kiliani e em C. galusdae, o maior 

nível de atividade relativa. Existe maior similaridade cariotípica entre as duas 

espécies ocorrentes mais ao sul do que destas em relação àquelas mais centrais e 

ao norte, mostrando um reflexo da formação da hidrografia e isolamento das 

espécies. 

 

Palavras-Chave: Chile, Cheirodontinae, Cariotipo, Cromossomos. 

 

 



Abstract 

 

Within the great biodiversity of freshwater fish of South America, the 

Characidae family has been one of the most controversial groups taxonomically. In 

the trans-Andean country of Chile, the family is represented only by the 

Cheirodontinae of the genus Cheirodon and its five species, of which C. pisciculus, 

C. galusdae, C. kiliani and C. australe are endemic, and C. interruptus is native to 

the Atlantic basins of Argentina, Uruguay and Brazil. In order to contribute to the 

description of the evolutionary relationships and taxonomic delimitation of the 

species of genus Cheirodon present in Chile, the karyotypes of these five species 

are described for the first time and compared by their diploid number, chromosomic 

morphology, C bands, Nucleolar Organizer Regions (Ag-NOR) and the rDNA 5S and 

18S marking by fluorescence in situ hybridization (FISH). For all the analyzed 

species the diploid number was 50 chromosomes, varying in the karyotype formula 

among the metacentric, submetacentric, subtelocentric and acrocentric types. The 

number of chromosome arms was 68 in C. australe and C. kiliani and 66 in C. 

galusdae, C. pisciculus and C. interruptus. The presence and distribution of 

constitutive heterochromatin was similar in the five species, being observed mainly 

in the centromeres and telomeres. Variation in the number and distribution of the 5S 

and 18S rDNA regions was observed, being those two clusters on different 

chromosomes or in syntenia. It was also observed a variation in the activity of RONs, 

being found in C. kiliani and C. galusdae, the highest level of relative activity. There 

is a greater karyotype similarity between the two species that living more to the south 

in relation to those with the most central and north distribution, evidencing a 

reflection of hydrograph formation and species isolation. 

 

Key words: Chile, Cheirodontinae, Chromosomes, Karyotype.  
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1. Introdução  
 

 Dentro da grande biodiversidade de peixes de água doce da América do Sul, 

a família Characidae tem sido um dos grupos mais controversos taxonomicamente. 

Por exemplo no país transandino Chile, a família é representada apenas pelo 

gênero Cheirodon, cujas espécies são morfologicamente semelhantes, constituindo 

um desafio para classificação a nível específico. As características 

hidrogreográficas e o grande isolamento natural do Chile influenciaram o 

desenvolvimento de uma ictiofauna pouco diversa, altamente endêmica e críptica.   

 No Chile, as cinco espécies do gênero Cheirodon presentes são distribuídas 

em um sentido latitudinal. Destas cinco espécies, Cheirodon pisciculus, Cheirodon 

galusdae, Cheirodon kiliani e Cheirodon australe são endêmicas do Chile, enquanto 

Cheirodon interruptus é originaria das bacias atlânticas da Argentina, Uruguai e 

Brasil.  

 As espécies de Cheirodon presentes no Chile já foram estudadas segundo 

combinação de caracteres morfológicos e análises de sequências de DNA 

mitocondrial e nuclear. Para ambos tipos de análises, C. australe aparece mais 

próximo filogeneticamente do introduzido C. interruptus, o mais distante 

geograficamente. No entanto, alguns dos caracteres morfológicos usados, como o 

número de cúspides dos dentes, podem variar entre e dentro de cada espécie, o 

que normalmente leva a erros na identificação de populações de Cheirodon. Além 

disso, as análises morfológicas e moleculares mais recentes não incluíram todas as 

espécies de Cheirodon transandinas. 

Outra ferramenta utilizada em estudos evolutivos e comparativos é a 

citogenética, especialmente útil em grupos taxonômicos de difícil diagnóstico. O 

cariótipo e seus cromossomos são os elementos fundamentais dos estudos 

citogenéticos e a base física dos genes. Assim processos como a hereditariedade, 

variação, mutação e consequentemente a evolução dos organismos, podem ser 

consistentemente estudados mediante as características cromossômicas das 

espécies tais como número, posição do centrômero, dimensão absoluta e relativa, 

quantidade e distribuição da heterocromatina e posição de Regiões Organizadoras 

de Nucléolo. 
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No início, os estudos citogenéticos sobre peixes foram pouco informativos 

por causa de seus cromossomos pequenos e numerosos. No entanto, usando 

novas técnicas, os estudos citogenéticos contribuíram significativamente para o 

estudo das relações evolutivas da ictiofauna, permitindo resolver problemas difíceis 

de elucidar apenas com taxonomia clássica.  

 Assim, o objetivo desde trabalho é estabelecer as relações carioevolutivas 

das espécies chilenas do gênero Cheirodon e inferir sua posição filogenética em 

relação a outros Cheirodontinae. Para isso, são descritos e comparados os 

cromossomos das cinco espécies do gênero Cheirodon, presentes no Chile, 

segundo seu número, morfologia, bandas C para heterocromatina constitutiva, 

Regiões Organizadoras do Nucléolo e Hibridação in situ com sondas fluorescentes 

(FISH) para a localização cromossômica de sondas de DNAr 5S e 18S.  
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2. Revisão Bibliográfica 

 

2.1 Aspectos gerais da ictiofauna límnica do Chile 

 Os peixes representam cerca da metade de todas as espécies de 

vertebrados existentes (POUGH; JANIS; HEISER, 2003). A importância deste grupo 

não é apenas como fonte de alimento ou, no caso de algumas espécies, como 

modelos para estudos evolutivos e biomédicos (BRAASCH et al., 2016). Sua 

importância como grupo é, num sentido amplo, em relação a sua antiguidade, 

diversidade e papel ecológico nos habitats aquáticos, especialmente nas águas 

doces, recurso escasso e altamente vulnerável à ação humana (HABIT; DYER; 

VILA, 2006b). 

 Na região Neotropical, o Chile é caracterizado por apresentar uma 

diversidade de peixes límnicos relativamente baixa, sendo composto por 11 

famílias, 17 gêneros e 44 espécies. No entanto, seu grau de endemismo e retenção 

de características primitivas tornam este um conjunto ictiofaunístico de alto valor 

biogeográfico e de conservação (HABIT; DYER; VILA, 2006b). Infelizmente, o 

tamanho pequeno, a simplicidade morfológica e a escassa coloração da maioria das 

espécies de peixes de água doce chilenas tem contribuído para a falta de 

conhecimento sobre eles. Assim, o desenvolvimento da pesca esportiva tem sido 

associado principalmente com espécies introduzidas como salmonídeos e com 

exceção de uma ou duas espécies nativas, muitas outras passam despercebidas 

além de ter problemas de conservação (VILA; PARDO, 2008). 

 Para entender as particularidades da ictiofauna límnica chilena é preciso 

revisar as características hidrogeográficas do Chile. Na América do Sul, o Chile se 

estende quase em linha reta ao longo de 38 graus de latitude (de 18ºS para 56ºS), 

o que gera um gradiente climático com rios de baixo fluxo no extremo norte, que 

aumenta consideravelmente para o sul.  Além disso, a distância média entre as 

montanhas e a costa são 180 quilômetros somente (com uma mínima de 90km e 

uma máxima de 445 km). Estas características geográficas determinaram que as 

bacias hidrográficas do Chile sejam curtas, o que, somado ao fato de ter nascido 

acima de 3.000 metros, geram rios de baixa ordem, com redes de água 



  15 
 

subdesenvolvidos e altamente dependentes das chuvas e queda de neve. Além 

disso, devido ao elevado declive dos rios, os peixes são incapazes de subir, 

limitando a distribuição do seu habitat para altitudes abaixo dos 1000-1500 metros 

acima do nível do mar (VILA; PARDO, 2008). 

 Por outro lado, o Chile continental apresenta um alto nível de isolamento 

geográfico, determinado pelo Deserto do Atacama ao norte, a Cordilheira dos Andes 

a leste, e o Oceano Pacífico a oeste (Figura 1). Este isolamento, juntamente com 

ausência de conexões internas entre as bacias, determinaram uma ictiofauna única 

com espécies basais, altamente especializadas e com 54% de endemismo (24 de 

44 espécies), que poderia ter evoluído desde o início do Terciário de latitudes mais 

tropicais. Os grupos predominantes são os Siluriformes como Nematogenys e 

Diplomystes e os Characiformes representados pelo gênero Cheirodon (VILA; 

PARDO, 2008).  

 

 

Figura 1 – Mapa do Chile e algumas das suas principais bacias. Observe-se a descontinuidade 

entre as bacias chilenas e as argentinas. 
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2.2.  Estado atual da sistemática do gênero Cheirodon 

Cheirodontinae é uma subfamília de peixes da família Characidae constituída 

por 16 gêneros abundantes nas águas lênticas e de planície das bacias 

hidrográficas da América do Sul e Central e são os únicos membros da ordem dos 

Characiformes encontrados nas águas do declive ocidental dos Andes, no Chile. 

Entre as características da subfamília Cheirodontinae foram mencionadas: dentes 

com variável número de cúspides, conjunto de dentes únicos no pré-maxilar, um 

hiato triangular (pseudotímpano) formado pelos músculos que recobrem a bexiga 

natatória (Figura 2) e ausência de uma mancha escura na região umeral (Figura 3). 

A maioria das espécies é pequena, com adultos atingindo 30-40 mm de 

comprimento padrão, no máximo (MALABARBA, 2003).  

 

 

Figura 2- Detalhe de algumas características da subfamília Cheirodontinae: Dentes (esquerda) e 

pseudotímpano (direita) 

 

Cheirodon é o gênero tipo da subfamília Cheirodontinae. As características 

principais do gênero Cheirodon são resumidas por Eigenman (1928) na presença 

de uma única linha de dentes inseridos nas mandíbulas (Figura 2), linha lateral 

incompleta, escamas simples na base da nadadeira caudal e espinhos nos machos. 

Destes o carácter mais constante é a posição dos dentes em linha única nas 

mandíbulas (CAMPOS, 1982). Também é descrita a presença de espinhos na 

nadadeira pélvica tanto em machos como em fêmeas (menores nestas), o que os 

diferencia de outros gêneros (MALABARBA, 1998) (Figura 3). 
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Figura 3 – Peixe do gênero Cheirodon (C. pisciculus) e algumas referências anatômicas. 

 

As espécies de Cheirodon são encontradas em drenagens atlânticas da 

Argentina, Uruguai e Brasil (entre 27° e 40° S) e drenagens do Pacífico do Chile 

(entre 28° e 42° S) (MALABARBA, 1998). Assim, a distribuição desses peixes 

compreende a parte sul da distribuição dos Cheirodontinae: leste e oeste dos 

Andes, na Argentina e no Chile (MARIGUELA et al., 2013).  

 

2.3. As espécies de Cheirodon no Chile (as “pochas”) 

No Chile, são reconhecidas cinco espécies do gênero Cheirodon, 

popularmente conhecidos como “pochas” das quais Cheirodon pisciculus, C. 

galusdae, C. australe e C. kiliani são considerados nativos e C. interruptus 

(CAMPOS, 1982; HABIT; DYER; VILA, 2006b; VILA; HABIT, 2015). Esta última tem 

uma distribuição original na Argentina, Brasil e Uruguai (MALABARBA, 2003).  

Campos (1982) publicou um estudo que descreve em detalhe as 

características morfológicas das espécies do gênero Cheirodon do Chile. Além 

disso, o autor descreveu a nova espécie C. kiliani. A seguir, uma comparação de 

algumas características morfológicas de cada uma dessas espécies segundo 

aquele estudo (Quadro 1) e as localidades onde elas foram encontradas no Chile 

(Figura 4) e na Argentina, Uruguai e Brasil, no caso de C. interruptus (Figura 5).  
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Quadro 1 - Características morfológicas das espécies do gênero Cheirodon no Chile, segundo 

Campos (1982). Á esquerda, um esboço de cada uma das espécies, onde a linha abaixo de cada 

diagrama mostra 2 cm. 

 

Espécie 
 

 

Espinhos 
procurrentes 

ventrais  

Região  
predorsal  
 

Cúspides  
dentais (n° 

predominante)  

Comprimento  
(mm) 

 

Outras 
características 

 

 
 

Em quase 
todo o 
pedúnculo 
caudal 
 
 

escamosa 
 
 
 
 
 

5 (4-7) 
 
 

 
 

 

 padrão:  
29,4 - 43,4 
máximo:  
60 
 
 

Perfil da 
nadadeira anal 
visivelmente 
côncavo  
 
 
 

 

Na metade 
do pedúnculo 
caudal  
 
 

poco 
escamosa 

 
 
 

5 
 
 

 
 

padrão:  
23-48,5  
 
máximo:  
68 
 

Raio mais longo 
da nadadeira anal 
atinge o último 
raio  
 
 
 

 
 

Em quase 
todo o 
pedúnculo 
caudal  
 
 

escamosa 
 
 
 

 
 

5 
 
 

 
 

 

padrão:  
33 - 51  
 
máximo:  
62,5 
 

Muito semelhante 
a Cheirodon 
australe 
 
 
 
 

 

Na metade 
do pedúnculo 
caudal 
 
 

poco 
escamosa 

 
 
 

3 
 
 
 
 

padrão:  
24 - 32,4  
máximo:  
39,6 
 

Nadadeira 
peitoral atinge a 
nadadeira pélvica  
 
 

 

Em quase 
todo o 
pedúnculo 
caudal 
 
 

escamosa 
 
 
 

 
 

 
3 
 

 
 
 

 

padrão:  
29-52 
 
máximo:  
70 
 

 
Raio mais longo 
da nadadeira anal 
não atinge o  
último raio. 
Terceiro 
suborbital atinge 
o preopérculo. 
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Figura 4 – A: Localidades onde os peixes do gênero Cheirodon foram encontrados no Chile segundo 

CAMPOS (1982); B: Área de abrangência dos peixes do gênero Cheirodon no Chile continental 

segundo CAMPOS (1982). 

 

 

Figura 5 - A: Localidades onde os Cheirodon interruptus foram encontrados no Chile, Argentina, 

Uruguai e Brasil (CAMPOS, 1982; MARIGUELA et al., 2013). B: Área de abrangência do Cheirodon 

interruptus no América do Sul (CAMPOS, 1982; MALABARBA, 2003).  
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2.4. Relações evolutivas entre os Cheirodon chilenos  

Aqui são revistos os resultados de três estudos sobre as relações evolutivas entre os 

Cheirodon chilenos.  

2.4.1. Segundo Campos (1982) 

Campos (1982) fez uma análise estatística para observar as relações de 

similaridade entre as espécies descritas no seu trabalho segundo 33 características, 

das quais 21 foram morfométricas tais como os comprimentos: total, predorsal, 

prepectoral, prepélvico, preanal, do pedúnculo caudal, da cabeça, altura do corpo, 

etc. Os outros 12 restantes foram caracteres merísticos como número de: escamas 

na linha lateral, escamas predorsais, raios procurrentes ventrais da nadadeira 

caudal, cúspides dentais, etc.  

Assim, segundo este estudo, as cinco espécies evidenciaram elevada 

similaridade, formando dois grupos distintos, um incluíndo C. kiliani, C. pisciculus e 

C. galusdae, o outro com C. interruptus e C. australe. O primeiro agrupamento é 

formado por C. kiliani e C. pisciculus apesar de estarem muito distantes 

geograficamente, o que poderia ter uma explicação filogenética. Neste grupo, C. 

pisciculus aparece um pouco longe de C. galusdae mesmo sendo geograficamente 

vizinha e ainda mais distante de C. australe que pertence ao outro grupo, localizado 

mais ao sul (Figura 6).  

 

Figura 6 – Dendograma de cinco espécies de Cheirodon do Chile, baseado em 33 características 

morfométricas e merísticas (CAMPOS, 1982). 

 

2.4.2. Segundo Salas; Véliz e Scott (2012) 

Além dos estudos de Campos (1982), uma outra análise foi realizada mais 

recentemente por Salas; Véliz e Scott (2012) levaram em consideração a 
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morfometria tradicional juntamente com morfometria geométrica de caracteres 

externos nas espécies C. pisciculus, C. interruptus, C. galusdae e C. australe (não 

foi incluído C. kiliani).  

Para a morfometria tradicional foram consideradas 14 medidas morfológicas 

como as usadas por Campos (1982), e para morfometria geométrica foi considerada 

a localização de 17 pontos anatômicos. 

Tanto na morfometria  tradicional como na geométrica, os caracteres 

associados com o arranjo das nadadeiras e medidas relacionadas com a cabeça, 

altura do corpo e pedúnculo caudal foram  importantes para a diferenciação. De 

acordo com estas análises C. interruptus e C. australe também foram as mais 

semelhantes (Figura 7), mesmo sendo ambas as mais distantes geograficamente.   

  

 

Figura 7 - A análise de agrupamento usando consenso individual de análises de morfometria 

geométrica (SALAS; VÉLIZ E SCOTT, 2012).  

 

2.4.3. Segundo Mariguela et al. (2013)  

Mais recentemente, análises de DNA nuclear (genes Myh6, Rag1 e Rag2) e 

mitocondrial (genes 16SrRNA e Cytb) foram feitas para várias espécies de 

Cheirodontinae, incluindo alguns Cheirodon chilenos, por Mariguela et al. (2013). 

Segundo este estudo, o gênero Cheirodon é monofilético, mas não foram 

observados dois grupos de Cheirodon distintos separados pela Cordilheira dos 

Andes. Assim, segundo estas análises, o C. australe (Chile) foi o grupo irmão de C. 

interruptus (Rio Grande do Sul, Brasil) (Figura 8). Além disso a relação filogenética 

de C. killiani como a espécie irmã do clado formado por C. australe e C. interruptus 
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corrobora as hipóteses morfológicas de Campos (1982). No entanto, nesta análise 

não foram considerados C. pisciculus nem C. galusdae. 

 

 

Figura 8 - Detalhe do melhor ML árvore, segundo análise de DNA nuclear e mitocondrial 

(MARIGUELA et al., 2013).  

 

2.5.  Análises dos cromossomos em peixes 

Salas; Véliz e Scott (2012), mencionam que os estudos morfológicos são 

úteis para a identificação de espécies, tanto para trabalhos científicos quanto para 

estudos de impacto ambiental. No entanto, estes autores também mostram a 

dificuldade de estabelecer caracteres fenotípicos diagnósticos para classificar 

populações de Cheirodon claramente devido em parte, à grande semelhança 

interespecífica evidenciada por eles. 

Caracteres como o número de cúspides dos dentes, têm sido utilizados para 

discriminar as espécies de Cheirodon; no entanto, eles podem variar entre e dentro 

de cada espécie, o que normalmente leva a erros na identificação com base nesta 

característica (CAMPOS, 1982). Malabarba (1998) também expressa essa 

dificuldade e menciona "caracteres lábeis" para se referir àqueles que foram usados 

para diagnóstico sendo estes adquiridos e perdidos muitas vezes, de forma 

independente, por várias linhagens de Characideos. 

Outra ferramenta útil para gerar informação importante para a distinção de 

espécies de peixes é a citogenética. No início, os estudos citogenéticos de peixes 

foram pouco informativos e tediosos porque as metáfases obtidas eram de má 

qualidade para a análise por causa de seus cromossomos pequenos e numerosos 

em relação aos mamíferos. No entanto, usando novas técnicas, a citogenética 

contribuiu significativamente para o estudo das relações e classificação da 
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ictiofauna, permitindo resolver problemas difíceis de elucidar apenas com 

taxonomia clássica (NIRCHIO; OLIVEIRA, 2014). Assim, os estudos citogenéticos 

servem para completar, reforçar e ocasionalmente corrigir resultados de outros 

estudos taxonômicos baseados em dados morfológicos, moleculares, 

biogeográficos, etc. (WALKER, 1993). 

Nirchio e Oliveira (2014), mencionaram exemplos para as famílias de peixes 

Mugilidae, Gymnotidae, Haemulidae, Ariidae, Characidae, Parodontidae e 

Pimelodidae, onde o poder da citogenética é demonstrado como uma ferramenta 

auxiliar na distinção de grupos taxonômicos de difícil diagnóstico. Assim, as 

características cromossômicas tais como posição do centrômero, número, tipo e 

posição de Regiões Organizadoras de Nucléolo, dimensão absoluta e relativa dos 

cromossomos, quantidade e distribuição de heterocromatina, oferecem valiosas 

contribuições para a resolução de problemas taxonômicos, evolutivos e aplicados 

(NIRCHIO; OLIVEIRA, 2014). 

Os estudos publicados até esta data mostram que os cromossomos dos 

peixes têm, em geral, entre 1 e 6 mícrons de comprimento (pequenos em 

comparação com os cromossomos de outros grupos de vertebrados) e um número 

diplóide que varia de 2n = 12 em Gonostoma bathyphylum (POST, 1974 apud 

PAEPKE, 2008) a 2n = 446 em Diptychus dipogon (JIANXUN; XIUHAI; QIXING, 

1991). A variabilidade cariotípica verificada nesses estudos revela a necessidade 

de analisar sistematicamente os grupos de peixes naturais, tendo em conta a sua 

distribuição geográfica e a utilização máxima das técnicas e metodos disponíveis 

(NIRCHIO; OLIVEIRA, 2006). 

Como particularidade, cinco sistemas de determinação de sexo diferentes 

foram detectados em peixes neotropicais: ZZ/ZW, XX/XY, X1X1X2X2/X1X2Y, 

XX/XY1Y2 e ZZ/ZW1W2, cada um caracterizado por certas linhas gerais de eventos 

evolutivos. Análises mais aprofundadas com um maior número de espécies de 

peixes poderiam fornecer informações interessantes para os fins de uma melhor 

compreensão da heterogeneidade nos mecanismos de determinação do sexo e 

processos evolutivos envolvidos em tais diferenciações (NIRCHIO; OLIVEIRA, 

2006). 
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3. Justificativa e objetivos   

 

No caso dos representantes de Cheirodontinae, os dados cariotípicos 

disponíveis são escassos e frequentemente representados apenas pela 

identificação do número diplóide de alguns gêneros como Paracheirodon, 

Odontostilbe e Holoshestes com 2n=52 cromossomos (OLIVEIRA et al., 1988; 

NISHIYAMA, P.B.; MARTINS-SANTOS, 1996; WASKO et al., 2001) e sem uma 

descrição das características cromossômicas com aplicação de técnicas de 

bandeamento (DE SOUZA PAIVA, 2007). No caso do gênero Cheirodon, foi descrito 

para C. notomelas um 2n de 52 cromossomos e um sistema de diferenciação sexual 

de tipo ZZ/ZW por Nishiyama, P.B. e Martins-Santos (1996). No entanto a espécie 

C. notomelas passou a ser considerada pertencente ao gênero Serrapinnus 

(MALABARBA, 1998), deixando novamente aberta a pergunta sobre a citogenética 

do gênero Cheirodon. 

Embora para os Cheirodon chilenos tenham sido realizadas as mencionadas 

análises morfológicas (CAMPOS, 1982; SALAS; VÉLIZ; SCOTT, 2012) e 

moleculares (MARIGUELA et al., 2013), no Chile o estado do conhecimento da 

biologia e ecologia dos peixes de água doce é ainda incompleto (VILA; HABIT, 

2015). Sobre o estado de conservação destas espécies, segundo Campos et al. 

(1998), C. pisciculus e C. galusdae são vulneráveis, C. kiliani rara e C. australe 

estaria fora de perigo, mas esta última possui dados insuficientes segundo a IUCN 

(União Internacional para a Conservação da Natureza e dos Recursos Naturais) 

sugerindo a necessidade de aprofundar o seu conhecimento. 

Além disso, as análises morfológicas e moleculares realizadas para os 

Cheirodon chilenos mostram relações filogeneticamente mais próximas entre 

espécies que não são necessariamente mais próximas geograficamente. É notável 

por exemplo que C. australe foi mais relacionada morfológica e geneticamente com 

C. interruptus do que as espécies geograficamente mais próximas como C. kiliani 

ou C. galusdae mesmo sendo simpátricas na área de Valdivia (Figura 4). Portanto, 

é necessário aprofundar neste assunto e realizar testes adicionais e a análise 

citogenética oferece uma boa oportunidade nesse sentido. 
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Objetivo Geral 

-Estabelecer as relações carioevolutivas entre espécies chilenas do gênero 

Cheirodon e inferir sua posição filogenética em relação a outros Cheirodontinae. 

 

 

Objetivos específicos 

-Descrever citogeneticamente as espécies do gênero Cheirodon no Chile. 

-Comparar os cariótipos das espécies do gênero Cheirodon no Chile. 

-Inferir possíveis rearranjos cromossômicos entre os cariótipos das espécies 

analisadas. 

-Contrastar os dados obtidos com estudos moleculares e morfológicos disponíveis 

para espécies do gênero Cheirodon no Chile. 

-Testar uma nova técnica de obtenção de cromossomos para Cheirodontinae.   
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4. Material e métodos 

 

4. 1. Material biológico e locais de coleta  

 Foram estudadas diferentes espécies pertencentes ao gênero Cheirodon 

provenientes de bacias hidrográficas chilenas. Os locais de coletas foram 

escolhidos levando em consideração os dados de Campos (1982) (Figura 4). 

  Antes de prosseguir com as coletas, foi necessário solicitar uma 

autorização para pesca de investigação à Subsecretaria de Pesca e Aquicultura 

do Governo do Chile, segunda Lei Geral de Pesca e Aquicultura Nº. 18.892 

(CHILE, 1989), Decreto Supremo N° 461 do Ministério de Economia, Fomento e 

Reconstrução (CHILE, 1995). A autorização foi aprovada segundo resolução 

N°740 da Subsecretaria de Pesca e Aquicultura (CHILE, 2016) (anexo 4), e de 

acordo com ela, antes de cada coleta foi necessário notificar pelo menos com dois 

dias de antecedência ao Serviço Nacional de Pesca e Aquicultura 

(SERNAPESCA), mais próximo ao ponto de coleta.  

 Os exemplares foram coletados com puçás nas localidades e coordenadas 

mostradas no quadro 2. Assim, 15 exemplares por espécie foram coletados entre a 

V região de Valparaiso e a X região de Los Lagos do Chile (Figura 9), transportados 

vivos e mantidos em aquários até sua utilização em análises de citogenética e banco 

de tecidos. Exemplares representativos das diferentes espécies (Figura 10) foram 

anestesiados e posteriormente etiquetados e conservados em álcool 95%, para sua 

identificação pelo Dr. Luiz Roberto Malabarba, especialista da sistemática e 

taxonomia deste grupo de peixes. Após a identificação, os exemplares testemunhos 

foram depositados no Museu da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Brasil, 

com os Vouchers UFRGS 22295 (C. interruptus), UFRGS 22296 (C. galusdae), 

UFRGS 22297 (C. pisciculus), UFRGS 22298 (C. kiliani), UFRGS 22299 e UFRGS 

22300 (C. australe). 
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Quadro 2 – Locais específicos onde os Cheirodon foram coletados. Cada cor representa uma 

espécie.   

Espécie Pontos de coleta 
Nome 

científico 
Nome 

comum 
Bacia Localidade Região do 

Chile 
Coordenadas GPS 

(UTM) 

Cheirodon 
interruptus 

Pocha  Estero Marga-
Marga 

Viña del 
Mar 

V 19H 0263800.90 m E 
       6342166.09 m S 

Cheirodon 
pisciculus 

Pocha Rio Angostura Hospital Metropolitana 19H 0338122.17 m E 
       6250729.69 m S 

Cheirodon 
galusdae 

Pocha de 
los Lagos 

Rio Andalién Concepción VIII 18H 0682055.00 m E  
       5925386.00 m S 

Cheirodon 
kiliani  

Pochita  Rio Calle-Calle 
(San Pedro) 

Antilhue XIV 18H 0674363.00 m E 
        5592270.00 m S 

Cheirodon 
australe* 

Pocha del 
Sur 

Rio Calle-Calle 
(San Pedro) 

Antilhue XIV 18H 0674363.00 m E 
       5592270.00 m S 

Cheirodon 
australe 

Pocha del 
Sur 

Lagoa La Poza, 
Lago Llanquihue 

Puerto 
Varas 

X 18G 0679651.18 m E 
       5428179.56 m S 

*Em simpatría com Cheirodon kiliani 

 

 

 

Figura 9 – Regiões de Chile e suas respectivas bacias e espécies de Cheirodon coletadas. 
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Figura 10 – Peixes do gênero Cheirodon e suas respectivas combinações de dois carácteres 

(morfologia dental, à esquerda e raios procurrentes ventrais, à direita). 

 

4. 2. Estudos Citogenéticos 

4. 2. 1. Citogenética Convencional 

 As preparações cromossômicas, foram obtidas de células de nadadeira em 

regeneração, segundo o protocolo de Kalous; Knytl e Krajáková (2010) (anexo 1). 
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As lâminas obtidas foram coradas com Giemsa (anexo 2.1.) para obtenção do 

número diplóide modal (2n) e as morfologias cromossômicas segundo critérios de 

Levan; Fredga e Sandberg (1964) (anexo 2.2.). As amostras cromossômicas obtidas 

foram analisadas no Laboratório de Citogenética Evolutiva da Facultade de 

Medicina da Universidade do Chile.  

 Posteriormente as amostras foram levadas ao Laboratorio de Genética e 

Evolução da Universidade Estadual de Ponta Grossa e utilizadas para a detecção 

das regiões organizadoras de nucléolos ativas (Ag-RONs) segundo as 

metodologias de Howell e Black (1980) (anexo 2.3) e para verificação do padrão de 

bandas C segundo Sumner (1972), adaptado por Lui et al. (2012) (anexo 2.4) e 

segundo tratamento com formamida e DAPI invertido obtidos do protocolo de Pinkel; 

Straume e Gray (1986) (anexo 3). 

 

4. 2. 2. Citogenética Molecular: Hibridação in situ fluorescente (FISH)  

 A partir de preparações de células mitóticas pré-fixadas, foi feita a hibridação 

in situ (FISH) para a localização cromossômica de sondas de DNAr 5S e 18S 

segundo Pinkel; Straume e Gray (1986) (anexo 3). 

  

4. 2. 3. Análises cariotípicas 

 As preparações cromossômicas convencionais foram analisadas em 

microscópio de campo claro Olympus® Bx41. As preparações com hibridação in situ 

foram analisadas em microscópio de epifluorescência, com os filtros apropriados. 

As imagens foram capturadas utilizando câmera CCD DP71 12mp com o software 

DP Controller (Olympus®). Um total de 30 metáfases para cada técnica foram 

analisadas por indivíduo e ao menos 10 exemplares (cinco machos e cinco fêmeas) 

de cada espécie amostrada foram analisados para caracterização do cariótipo 

padrão. Foi utilizado o programa Adobe Photoshop para montagem dos cariótipos 

e o programa Easy Idio 1.0 (DINIZ; MELO, 2006) para a construção de ideogramas. 
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5. Resultados  

 

 

 

 

 

 

 

Os resultados estão organizados em um capítulo correspondente ao artigo 

científico. 
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Capítulo I: Citogenética comparada em peixes do gênero Cheirodon 
(Ostariophysi: Characidae), com foco em espécies transandinas.   

 

 
Resumo 

 

 Dentro da grande biodiversidade de peixes de água doce de América do Sul, 

a família Characidae tem sido um dos grupos mais controversos taxonomicamente. 

No país transandino Chile, a família é representada apenas pelos Cheirodontinae 

do gênero Cheirodon e suas cinco espécies, das quais, C. pisciculus, C. galusdae, 

C. kiliani e C. australe são endemicas, enquanto C. interruptus é introduzida e 

originaria das bacias de Argentina, Uruguai e Brasil. Neste estudo são descritos pela 

primeira vez os cariótipos destas cinco espécies e comparados segundo seu 

número diplóide, morfologia, bandas C, Regiões Organizadoras do Nucléolo (Ag-

RON) e a localização cromossômica de DNAr 5S e 18S por hibridação in situ 

fluorescente (FISH). Todas as espécies analisadas apresentaram um 2n=50, 

variando na fórmula cariotípica entre 8m+6sm+4st+32a em C. australe e C. kiliani; 

e 6m+6sm+4st+34a em C. galusdae, C. pisciculus e C. interruptus. A presença e 

distribuição da heterocromatina constitutiva foi similar nas cinco espécies, sendo 

observada em centrômeros e telômeros. Foi observada variação no número e 

distribuição das regiões de DNAr 5S e 18S, podendo esses dois clusters estar em 

cromossomos diferentes ou em sintenia. Também foi observada variação na 

atividade das RONs, sendo encontrado em C. kiliani e em C. galusdae, o maior nível 

de atividade relativa. Existe maior similaridade cariotípica entre as duas espécies 

ocorrentes mais ao sul do que destas com as mais centrais e ao norte, mostrando 

um reflexo da distribuição geográfica das espécies estudadas. 

 

Palavras-Chaves: Chile, Cheirodontinae, Cariótipo, Cromossomos. 
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Abstract 

 

 Within the great biodiversity of freshwater fish of South America, the 

Characidae family has been one of the most controversial groups taxonomically. In 

the trans-Andean country of Chile, the family is represented only by the 

Cheirodontinae of genus Cheirodon and its five species, of which C. pisciculus, C. 

galusdae, C. kiliani and C. australe are endemic, and C. interruptus is exotic and 

would come from the basins of Argentina, Uruguay and Brazil. In this study the 

karyotypes of these five species are described for the first time and compared by 

their diploid number, morphology, C bands, Organizing Regions of the Nucleolus 

(Ag-RON) and the chromosomal location of 5S and 18S DNAr by fluorescence in 

situ hybridization (FISH). All species analyzed presented a 2n = 50, varying in the 

karyotype formula between 8m + 6sm + 4st + 32a in C. australe and C. kiliani; And 

6m + 6sm + 4st + 34a in C. galusdae, C. pisciculus and C. interruptus. The presence 

and distribution of constitutive heterochromatin was similar in the five species, being 

observed in centromeres and telomeres. Variation in the number and distribution of 

the 5S and 18S DNAr regions was observed, being those two clusters on different 

chromosomes or in syntenia. It was also observed a variation in the activity of RONs, 

with the highest level of relative activity found in C. kiliani and C. galusdae. There is 

a greater karyotype similarity between the two species occurring more in the south 

than those with the most central and to the north ones, showing a reflection of the 

geographic distribution of the species studied.  

 

Key words: Chile, Cheirodontinae, Chromosomes, Karyotype. 
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Introdução  

 

 Dentro da grande biodiversidade de peixes de água doce de América do Sul, 

a família Characidae tem sido um dos grupos mais controversos taxonomicamente 

(MALABARBA, 1998). No país transandino Chile, a família é representada apenas 

pelo gênero Cheirodon (HABIT; DYER; VILA, 2006; VILA; HABIT, 2015), cujas 

espécies são morfologicamente semelhantes, constituindo um desafio para 

classificação em nível específico (SALAS; VÉLIZ; SCOTT, 2012). As características 

hidrogreográficas e o grande isolamento natural do Chile, influenciaram a história 

evolutiva de uma ictiofauna pouco diversa, mas altamente endêmica e críptica 

(VILA; PARDO, 2008).   

 No Chile, as cinco espécies do gênero Cheirodon presentes são distribuídas 

em um sentido longitudinal sendo Cheirodon pisciculus, Cheirodon galusdae, 

Cheirodon kiliani e Cheirodon australe endêmicas do Chile (CAMPOS, 1982); 

enquanto Cheirodon interruptus é originaria das bacias atlânticas da Argentina, 

Uruguai e Brasil (MALABARBA, 2003). Estas cinco espécies já foram estudadas 

segundo análises morfológicas e moleculares. No entanto, essas análises tendem 

a agrupar espécies geograficamente distantes como C. australe e o introduzido C. 

interruptus (CAMPOS, 1982; SALAS; VÉLIZ; SCOTT, 2012; MARIGUELA et al., 

2013). Além disso, alguns dos caracteres morfológicos usados, podem variar entre 

e dentro de cada espécie o que normalmente leva a erros na identificação de 

populações de Cheirodon (MALABARBA, 1998). Por outro lado, as análises de 

sequência de DNA feitos nos Cheirodon chilenos não incluíram C. pisciculus nem 

C. galusdae (MARIGUELA et al., 2013). 

 Uma outra ferramenta útil para gerar informação significativa das relações 

evolutivas da ictiofauna é a citogenética (NIRCHIO; OLIVEIRA, 2014) que estuda o 

cariótipo e seus cromossomos, base física dos genes (CÓRDOVA, J.H.; LAMAS, 

1997). Assim, o objetivo desde trabalho é estabelecer as relações carioevolutivas 

das espécies chilenas do gênero Cheirodon e inferir sua posição filogenética em 

relação a outros Cheirodontinae. Para isso, são descritos e comparados os 

cariótipos das cinco espécies do gênero Cheirodon, presentes no Chile. 
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Material e métodos 

 

Material biológico e locais de coleta 

 Foram coletados 75 exemplares das espécies C. interruptus (Estero Marga-

Marga, Viña del Mar, V região, Chile, coordenadas 19H 0263800.90 UTM E - 

6342166.09 UTM S), C. pisciculus (Rio Angostura, Hospital, região Metropolitana, 

Chile, coordenadas 19H 0338122.17 UTM E - 6250729.69 UTM S), C. galusdae 

(Río Andalién, Concepción, VIII região, Chile, coordenadas 18H 0682055.00 UTM 

E - 5925386.00 UTM S), C. kiliani (Rio Calle-Calle, Antilhue, XIV região, Chile, 

coordenadas 18H 0674363.00 UTM E - 5592270.00 UTM S) e C. australe (Lagoa 

La Poza, desembocadura Lago Llanquihue, Puerto Varas, X região, Chile, 

coordenadas 18G 0679651.18 UTM E - 5428179.56 UTM S). O trabalho recebeu 

autorização da Subsecretaria de Pesca e Aquicultura do Governo do Chile 

(SUBPESCA) e Serviço Nacional de Pesca e Aquicultura do Governo do Chile 

(SERNAPESCA) parecer no. 740. 

 Exemplares representativos dos diferentes morfotipos foram anestesiados e 

posteriormente etiquetados e conservados em álcool 95% para identificação 

taxonômica. Os exemplares testemunhos foram fotografados em 

Estereomicroscópio Leica M205C para observação das cúspides dos dentes e 

espinhos procurrentes ventrais e depositados no Museu da Universidade Federal 

do Rio Grande do Sul, Brasil, com os Vouchers UFRGS 22295 (C. interruptus), 

UFRGS 22296 (C. galusdae), UFRGS 22297 (C. pisciculus), UFRGS 22298 (C. 

kiliani), UFRGS 22299 e UFRGS 22300 (C. australe). 

 

Preparações Cromossômicas    

 As preparações cromossômicas foram obtidas de células de nadadeira em 

regeneração segundo o protocolo de Kalous; Knytl e Krajáková (2010). Para a 

obtenção dos números, tamanhos e morfologias cromossômicas, as lâminas 

obtidas foram coradas com o método de coloração convencional de Giemsa. Para 

a obtenção das regiões organizadoras de nucléolos ativas (Ag-RONs) foi aplicado 

o protocolo de Howell e Black (1980). O padrão de bandas C foi obtido segundo 
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Sumner (1972), adaptado por Lui et al. (2012) e segundo tratamento com formamida 

e DAPI invertido, obtido do protocolo de Pinkel; Straume e Gray (1986).  

A hibridação in situ (FISH) para a localização cromossômica de sondas de 

DNAr 5S e 18S foi feita segundo protocolo de Pinkel; Straume e Gray (1986) em 

alta estringência. Para a identificação das regiões de DNAr 18S e 5S, utilizou-se 

uma sonda marcada de 18S, obtida pelo DNA nuclear da espécie de peixe 

Prochilodus argenteus (HATANAKA; GALETTI, 2004), usando os primers NS1 5'-

GTAGT CATATGCTTGTCTC-3' e NS8 5'-TCCGCAGGTTC ACCTACGGA-3' 

(WHITE et al., 1990) e a sonda 5S, a partir de DNA genômico de Leporinus 

elongatus (Anostomidae) obtida usando os primers A 5’-

TACGCCCGATCTCGTCCGATC-3’ e B 5’-GCTGGTATGGCCGTAGC-3’ 

(MARTINS; GALETTI, 1999). A marcação da sonda 18S foi feita pelo kit Biotin Nick 

Translation (Roche), e a de 5S pelo kit Dig Nick Translation (Roche) seguindo-se as 

informações do fabricante. 

 

Análises cariotípicas 

 As preparações cromossômicas convencionais foram analisadas em 

microscópio de campo claro Olympus® Bx41. As preparações com hibridação in situ 

foram analisadas em microscópio de epifluorescência, com os filtros apropriados. 

As imagens foram capturadas utilizando câmera CCD DP71 12mp com o software 

DP controler (Olympus®). Ao menos 10 exemplares (cinco machos e cinco fêmeas) 

de cada espécie amostrada foram analisados para caracterização do cariótipo 

padrão. Foi utilizado o programa Adobe Photoshop versão CC 2015 para montagem 

dos cariótipos e o programa Easy Idio 1.0 para a construção dos idiogramas. 

 

Resultados   

 

 A aplicação da técnica de  Kalous; Knytl; Krajáková (2010) permitiu obter 

metáfases de boa qualidade a partir de tecido de nadadeira em regeneração dos 

indivíduos estudados. Portanto, foi possível a primeira descrição citogenética das 

cinco espécies do gênero Cheirodon presentes no Chile através da aplicação 
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sucessiva das diferentes técnicas de coloração e bandeamento cromossômico. 

Para manter a qualidade dos cromossomos, os tratamentos foram aplicados nas 

preparações na seguinte ordem: primeiro coloração Giemsa, depois a Hibridação in 

situ Fluorescente, posteriormente o bandamento C e finalmente o bandamento 

AgNOR (Figura 1).  

 Para todas as espécies do gênero Cheirodon analisadas, o número diplóide 

foi de 50 cromossomos variando de forma sutil na fórmula cariotípica entre os tipos 

metacêntricos (M), submetacêntricos (SM), subtelocêntricos (ST) e acrocêntricos 

(A) segundo Levan; Fredga e Sandberg (1964), e organizados no cariótipo em 

escala decrescente de tamanho (Tabela1, Figura 2).  

 Foi observada variação interespecífica no padrão das marcações FISH para 

DNAr 18S e 5S, podendo estar em cromossomos diferentes ou em sintenia. Ambas 

marcações foram observadas apenas nos cromossomos acrocêntricos, sendo 

localizadas as marcações 18S na região terminal (telomérica) dos braços largos (q) 

e as 5S na região pericentromérica, nos braços curtos (p), exceto no par 16, 21 e 

25 em C. australe onde as marcações 5S também foram localizadas na região 

terminal dos braços largos (q) (Figuras 3A, 4A, 5A, 6A e 7A). Também foi observada 

variação intraespecífica relacionada com a presença ou ausência destas marcações 

em um ou nos dois cromossomos do mesmo par, especialmente na espécie C. 

australe onde foi observada a maior diferença intraespecífica na marcação de 

ambas regiões de DNAr. Por outro lado, as bandas NOR permitiram revelar o nível 

de atividade das regiões 18S, sendo encontrado em C. galusdae e C. kiliani, o maior 

nível de atividade relativa. 

 O padrão de bandas C também foi similar em quantidade e distribuição nas 

diferentes espécies, sendo detectada principalmente nos centrômeros e telômeros 

(Figuras 3B, 4B, 5B, 6B e 7B). Não foram reconhecidos cromossomos 

heteromórficos ligados ao sexo nas espécies estudadas.  

           A construção de ideogramas permitiu resumir as semelhanças e diferenças 

gerais nos cariótipos das cinco espécies em comparação (Figura 8). 
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Figura 1 - Metafase do exemplar macho de Cheirodon australe submetida a diferentes tratamentos. 

A: Coloração Giemsa, B: Hibridação in situ fluorescente (FISH) para regiões 18S (verdes) e 5S 

(vermelhas).; C: Bandas C; D: AgNOR. 

 

Tabela 1 - Marcadores cromossômicos em espécies do gênero Cheirodon. 

Espécie 2n, NF e  Fórmula 
cariotípica 

18S 5S Sintenia  
p: 5S/q: 18S 

Ag-NORs+ 

C. interruptus 2n=50, NF=66 
6m+6sm+4st+34a 

q:13, 17, 
21 

p: 13, 14, 18, 19, 
24 

13 q:13, 17, 21 

C. pisciculus 2n=50, NF=66 
6m+6sm+4st+34a 

q:10, 11, 
13, 15 

p: 11, 17, 19, 21 11 q:11, 13, 15 

C. galusdae 2n=50, NF=66 
6m+6sm+4st+34a 

q:11, 13 p: 11, 15, 16, 17, 
21 

11 q:11, 13 

C. kiliani 2n=50, NF=68 
8m+6sm+4st+32a 

q:12, 14 p: 13, 14, 17, 20, 
21, 22 

14 q:12, 14 

C. australe 2n=50, NF=68 
8m+6sm+4st+32a 

q:12, 13, 
14, 15, 18 

p: 10, 11, 13, 14, 
15, 17, 21, 25 y  
q: 16, 21 e 25 

13 q:10,12, 13, 
14 
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Figura 2 - Cariótipos das espécies do gênero Cheirodon presentes no Chile, C. interruptus (CI), C. pisciculus (CP), C. galusdae (CG), C. kiliani 

(CK), C. australe (CA) e seus respectivos cromossomos agrupados em metacêntricos (M), submetacêntricos (SM), subtelocêntricos (ST) e 

acrocêntricos (A). 
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Figura 3 – Cariótipo de um exemplar de C. interruptus submetido a diferentes tratamentos. A:  FISH 

para regiões 18S (verdes) e 5S (vermelho), com cromossomos Ag-NOR+ em destaque no quadro 

branco. B: bandas C +. 
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Figura 4 – Cariótipo de um exemplar de C. pisciculus submetido a diferentes tratamentos. A:  FISH 

para regiões 5S (vermelho) e 18S (verdes), com seus cromossomos Ag-NOR+ em destaque no 

quadro branco. No quadro preto são mostrados os pares cromossômicos de outro indivíduo da 

mesma espécie que evidenciaram marcações DNAr variantes. B: bandas C +. 
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Figura 5 – Cariótipo de um exemplar de C. galusdae submetido a diferentes tratamentos. A:  FISH 

para regiões 5S (vermelho) e 18S (verdes), com seus cromossomos Ag-NOR+ em destaque no 

quadro branco. No quadro preto é mostrado o par cromossômico 21 de outro indivíduo da mesma 

espécie que não evidenciou marcação 5S. B: bandas C +. 
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Figura 6 – Cariótipo de um exemplar de C. kiliani submetido a diferentes tratamentos. A:  FISH para 

regiões 5S (vermelho) e 18S (verdes), com seus cromossomos Ag-NOR+ em destaque no quadro 

branco. No quadro preto são mostrados os pares cromossômicos de outro indivíduo da mesma 

espécie que evidenciaram marcações 5S variantes. B: bandas C +. 
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Figura 7 – Cariótipo de um exemplar de C. australe submetido a diferentes tratamentos. A:  FISH 

para regiões 5S (vermelho) e 18S (verdes), com seus cromossomos Ag-NOR+ em destaque no 

quadro branco. No quadro preto são mostrados os pares cromossômicos de outro indivíduo da 

mesma espécie que evidenciaram marcações DNAr variantes. B: bandas C +. 
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Figura 8 - Idiogramas das espécies do gênero Cheirodon presentes no Chile, C. interruptus (CI), C. 

pisciculus (CP), C. galusdae (CG), C. kiliani (CK), C. australe (CA) e seus respectivas regiões 18S 

(verdes) e 5S (vermelho). Os elementos dos idiogramas com meia marca simbolizam aqueles pares 

cromossômicos onde os DNAr podem estar ausentes ou presentes, tanto no mesmo indivíduo 

(heteromorfismo) como em indivíduos diferentes (polimorfismo). 
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Discussão 

 

 As análises feitas mostraram um alto grau de conservação dos cariótipos das 

cinco espécies, apresentando o mesmo número diplóide com 2n=50 cromossomos, 

além de um padrão de bandas C, NOR e marcação 18S e 5S similares. Assim, o 

acesso ao cariótipo destas espécies pela primeira vez evidenciou um estado de 

conservação da macroestrutura cariotípica entre as espécies chilenas de Cheirodon 

bem como da espécie introduzida C. interruptus, sendo esta similaridade coerente 

com o monofiletismo do gênero (CAMPOS, 1982; EIGENMANN, 1928; 

MALABARBA, 1998; MARIGUELA et al., 2013) 

 Contudo, foi observada uma pequena variação na fórmula cariotípica 

relacionada com a presença ou ausência de braços curtos em um dos pares de 

cromossomos menores. De fato, C. australe e C. kiliani, com ocorrência mais ao 

Sul, tiveram a mesma fórmula cariotípica 8m+6sm+4st+32a e um NF=68. No 

entanto, C. galusdae, C. pisciculus e o introduzido C. interruptus, com ocorrência 

mais ao Norte, evidenciaram uma fórmula cariotípica de 6m+6sm+4st+34a e um 

NF=66, provavelmente devido a inversões pericêntricas. Além disso, o cromossomo 

extra encontrado em um exemplar de C. galusdae, sugere a presença de 

cromossomos B no gênero Cheirodon.  

 Comparativamente, estudos morfológicos (CAMPOS, 1982; SALAS; VÉLIZ; 

SCOTT, 2012) e moleculares (MARIGUELA et al., 2013) já realizados em espécies 

do gênero Cheirodon tendem a agrupar espécies como C. australe e C. interruptus 

que são encontradas em regiões geográficas distintas. No entanto, a maior 

similaridade entre os cariótipos das espécies do Sul e diferenças em relação às 

espécies do Centro-Norte chileno levantam a hipótese de uma possível correlação 

entre biogeografia e evolução cariotípica. 

Com respeito às bandas C dos Cheirodon analisados, elas revelaram um 

padrão de distribuição da heterocromatina constitutiva muito similar sendo 

detectada principalmente nos centrômeros e telômeros em uma quantidade 

relativamente pequena. Segundo alguns autores, baixa quantidade de 

heterocromatina constitutiva dentro de um grupo de espécies taxonomicamente 
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próximas é correlacionada com um genoma menor e poderia ser uma característica 

plesiomórfica (GALLARDO et al., 2003; GREGORY, 2004; SVARTMAN; STONE; 

STANYON, 2005; WALKER; SPOTORNO; SANS, 1991). No entanto, nas cinco 

espécies estudadas não foram encontradas diferenças segunda esta característica.   

Por outro lado, embora já foi descrito um sistema de cromossomos sexuais 

morfologicamente diferenciados do tipo ZZ/ZW para as espécies de gêneros 

próximos Odontostilbe paranensis e Serrapinnus notomelas (SANTI-RAMPAZZO et 

al., 2007; WASKO et al., 2001), as análises de morfologia cromossômica e de 

bandas C não permitiram reconhecer cromossomos heteromórficos ligados ao sexo 

nos Cheirodon estudados. 

As regiões organizadoras de nucléolo (Ag-NORs) se mostraram variáveis ao 

nível inter e intraespecífico em relação a atividade transcricional. As análises 

comparativas das marcações 18S e 5S por dupla FISH confirmaram a presença 

destas duas regiões de DNAr em vários cromossomos (marcações múltiplas) nas 

espécies estudadas. Simultaneamente, foi confirmada variabilidade interespecífica 

em número e posição das regiões 18S e 5S nos cromossomos, sendo informativo 

do ponto de vista citotaxonômico. Em adição, foi observada maior similaridade entre 

as espécies mais próximas geograficamente, sendo o introduzido C. interruptus o 

mais distinto na distribuição destas regiões. Assim, as análises das regiões DNAr 

corroboram a hipótese aqui postulada de relação biogeográfica e evolução 

cariotípica. Por outro lado, a variabilidade intraespecífica em número e posição de 

algumas regiões 18S e 5S pode ser a causa de polimorfismos cromossômicos, 

eventos já documentados em outros Characidae como o acentuado polimorfismo 

de heterocromatina e regiões organizadoras de nucléolos evidenciado por 

Mantovani et al. (2000) em Astyanax scabripinnis. Igualmente, em A. scabripinnis, 

(MANTOVANI et al., 2005) verificaram grande variação na localização do DNAr 18S. 

Também outras espécies de Astyanax evidenciam polimorfismos das regiões 

ribosomais como A. fasciatus (PAZZA; FREHNER KAVALCO; BERTOLLO, 2008) e 

A. bockmanni (HASHIMOTO; PORTO-FORESTI, 2010).   

Com estes dados de localização dos DNAr 18S e 5S, sempre  teloméricos 

e/ou centroméricos, é possível sugerir que a diversificação cariotípica nestas 
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espécies não se deu somente por inversões pericêntricas, mas a transposição entre 

cromossomos não homólogos não pode ser descartada. Igualmente, tanto 

inversões como translocações mudam a ordem dos loci nos cromossomos, tendo o 

potencial de reduzir o fluxo gênico entre populações ao reduzir a fertilidade dos 

híbridos heterozigotos para esses rearranjos pois um só rearranjo na ordem dos loci 

pode diminuir a fertilidade em 50% dos gametas (KING, 1993).  

 Em relação a Serrapinnus e Odontostilbe, gêneros próximos a Cheirodon 

(MALABARBA, 1998), foram verificadas fórmulas cariotípicas semelhantes e 

cromossomos provavelmente homeólogos. Por exemplo, o primeiro par de 

cromossomos metacêntricos grandes localizados nas cinco espécies de Cheirodon 

chilenos parece ser uma característica bastante conservada nos Characidae 

(MORELLI et al., 1983) e apoia a inclusão dos Cheirodon naquela família.  

 As maiores diferenças cariotípicas entre os Cheirodon estudados e os 

gêneros próximos Serrapinnus e Odontostilbe tem relação com o número e tamanho 

dos cromossomos acrocêntricos, além do número diplóide. De fato, os cariótipos 

dos Cheirodon aqui analisados têm um 2n de 50 cromossomos, e um NF de 66 até 

68. Por outro lado, Odontostilbe e Serrapinnus tem um número diplóide de 52 

cromossomos e um NF de 79 até 104 para Serrapinnus e de 89 até 101 para 

Odontostilbe (WASKO et al., 2001; PERES et al., 2007; SANTI-RAMPAZZO et al., 

2007; TROY et al., 2011)  Assim, a fórmula cariotípica apresentada neste estudo, 

com um grande número de cromossomos acrocêntricos variando em tamanho 

relativo, parece ser uma configuração particular de Cheirodon e provavelmente 

diferenciada de outros grupos, por múltiplas inversões e/ou translocações 

cromossômicas. No entanto, as espécies C. australe e C. kiliani tem um par de 

cromossomos metacêntricos a mais e um menor número de acrocêntricos, em 

relação aos demais Cheirodon chilenos, o que faz suas fórmulas cariotípicas mais 

semelhantes às dos gêneros próximos Serrapinnus e Odontostilbe. Esta evidência 

levanta a hipótese de que os Cheirodon ocorrentes mais ao Norte poderiam ser 

formas derivadas das espécies do Sul por meio de inversão pericêntrica em um par 

de cromossomos metacêntricos menor (provavelmente o número quatro), gerando 

um par acrocêntrico pequeno (Figura 9). Isto é coherente com as observações de 
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Campos (1982) que também propõe que os Cheirodon do Norte são derivados dos 

do Sul, com base na comparação das cúspides dentais.  

 Assim, as análises aqui feitas apresentam pela primeira vez, uma descrição 

e comparação citogenética das espécies do gênero Cheirodon contribuindo ao 

incompleto estado do conhecimento da ordem dos Characiformes (MOTA, T. F. M.; 

PRIOLI, S. M.; PRIOLI, 2014). Além disso, mesmo sem ter registros recentes de C. 

kiliani (SALAS; VÉLIZ; SCOTT, 2012), a coleta bem-sucedida de exemplares desta 

espécie permitiu fazer deste trabalho o segundo em incluir a todas as espécies 

chilenas do gênero Cheirodon depois do trabalho morfológico de Campos (1982).  

 As cinco espécies aqui estudadas, têm cariótipos muito similares incluindo a 

espécie introduzida C. interruptus. Isto é coerente com novas teorias sobre o 

recente e rápido surgimento da Cordilheira dos Andes que, depois de um 

crescimento progressivo inicial de dezenas de milhões de anos, teve mudanças 

rápidas (em períodos de um a quatro milhões de anos) de 1,5 km ou mais de 

soerguimento de novo (GARZIONE et al., 2008). Assim, o isolamento pela 

Cordilheira dos Andes poderia ser relativamente recente, além de incompleto em 

relação a algumas bacias hidrográficas, especialmente na região Sul-Patagónica, 

permitindo propor que os Cheirodon chilenos mantem ou mantiveram um fluxo 

gênico mais recente com os Cheirodon do lado oriental dos Andes.   

 

 

Figura 9 – Hipótese filogenética para as cinco espécies de Cheirodon presentes no Chile, tendo 

como grupos externos, duas espécies dos gêneros Odontostilbe e Serrapinnus (dados citogenéticos 

obtidos de Troy et al., 2010). São sinalizados o número de inversões pericéntricas (i) e as fusões 

robertsonianas (f) implicadas na divergência dos clados. 
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6. Conclusões 

 

As cinco espécies do gênero Cheirodon estudadas, apresentam praticamente a 

mesma fórmula cariotípica. A única diferença detectada sugere a ocorrência de uma 

inversão pericêntrica em um par de cromossomos menores permitindo agrupar as 

espécies em um grupo Sul conformado por C. australe e C. kiliani, com 9 pares de 

2 brazos e um grupo Centro-Norte conformado por C. galusdae, C. pisciculus e C. 

interruptus, com 8 pares de 2 braços 

 

A fórmula cariotípica com um grande número de cromossomos acrocêntricos parece 

ser uma configuração particular do gênero Cheirodon e provavelmente uma 

apomorfia derivada de múltiples inversões pericéntricas a partir de algum ancestral 

em comum com as espécies cis-andinas como as dos gêneros Serrapinnus e 

Odontostilbe.  

 

Os Cheirodon ocorrentes mais ao Norte em Chile (C. galusdae, C. pisciculus e C. 

interruptus) poderiam ser considerados derivados das espécies do Sul (C. kiliani e 

C. australe) cujos cariótipos são mais semelhantes aos dos gêneros cis-andinos 

Serrapinnus e Odontostilbe. Isto é coherente com as observações de (Campos, 

1982) que também propõe que os Cheirodon do Norte são derivados dos do Sul, 

com base na comparação das cúspides dentais. 

 

As bandas C mostraram um nível e distribuição de heterocromatina similar nas cinco 

espécies estudadas, sendo localizada principalmente nos centrômeros e telômeros. 

A presença de cromossomos sexuais não foi confirmada. 

 

A variabilidade interespecífica das regiões DNAr 18S e 5S foi correspondente com 

a distribuição geográfica das cinco espécies. Por outro lado, também foi observada 

variabilidade intraespecífica para estas marcações especialmente em C. australe. 
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Apesar da variabilidade encontrada na posição das regiões DNAr 18S e 5S, elas 

sempre foram observadas nas regiões terminais dos cromossomos acrocêntricos, 

permitindo sugerir que a diversificação cariotípica nestas espécies não se deu 

somente por inversões pericêntricas senão também por eventos de transposição.  

 

Tanto as inversões como as transposições sugeridas nas espécies estudadas, 

podem mudar a ordem dos loci tendo o potencial de reduzir o fluxo gênico entre 

populações ao reduzir a fertilidade dos híbridos heterozigotos.  No entanto, as 

regiões 18S e 5S, foram observadas só em regiões terminais nos cromossomos 

acrocêntricos, diminuindo a possibilidade de que seus reposicionamentos por 

transposição podam provocar uma alteração na ordem dos loci. Evidencia disso são 

os polimorfismos intraespecíficos observados para essas regiões DNAr nos 

Cheirodon chilenos. 

 

A grande similaridade entre os cariótipos dos Cheirodon nativos de Chile e o 

cariótipo do introducido C. interruptus permite propor que os Cheirodon chilenos 

mantem ou mantiveram um fluxo gênico mais recente com os Cheirodon do lado 

oriental dos Andes.   

 

A técnica de obtenção de cromossomos metafásicos a partir de tecido de nadadeira 

em regeneração resultou satisfatória em quanto à qualidade e quantidade do 

material obtido em peixes pequenos. Além disso, ao ser uma técnica pouco invasiva 

e que não necessita de instrumentação sofisticada, oferece a possibilidade de ser 

feita várias vezes, sem comprometer a integridade dos indivíduos em estudo. 
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Anexos   

 

Anexo 1. Preparações de cromossomos a partir da nadadeira (KALOUS; KNYTL; 

KRAJÁKOVÁ, 2010)   

 

Solução 1(Stock): 7,48g NaCl + 0,18g KCl + 0,2g CaCl2 + 0,016g NaHCO3 en 1 lt de 

H2O 

Solução 2: 14,3 ml de solução 1 + 85,7ml of H2O + 0,025g de 

colchicina

  

1.- Corte o nadadeira (tentar fazer um corte reto). Manter o peixe em aquário por dias até 

que você perceba a regeneração desta parte, mas não completamente, porque é 

necesario células em divisão. Dependem de cada espécie, 4 dias, 7 dias, 15 dias, você 

tem que seguir o experimento. 

2.- Depois de uma regeneração incompleta, cortar a nadadeira novamente para obter 

cromossomos. 

3.- Coloque a nadadeira em placa de Petri e adicione 5 ml ou mais da solução 2 (a 

nadadeira deve ser completamente coberta); e mantenha por 2 h em temperatura ambiente 

(20° aprox.). 

4.- Após 2 h, adicionar 5 ml de fixador (Metanol 3: 1 de ácido acético) e deixe na geladeira 

por 25 min a 4° C. 

5.- Remover a solução com pipeta Pasteur de vidro e adicionar 5 ml de fixador e deixar na 

geladeira por 25 min a 4° C. Repetir o paso 5 por 3 veces. 

6.- A última fixação (5 ml de fixador) pode ser almacenada na geladeira a 4° C por 25 

minutos ou durante a noite, se necessário, e depois iniciar o próximo passo. 

7.- Preparar a 50% de ácido acético/água e colocar a nadadeira na placa de Petri. Colocar 

40 ul de ácido acético sobre a nadadeira e dissolver o teçido com uma pinça. Depois 

remover o líquido com uma pipeta e colocar em tubos tipo Eppendorf. Mantenha os tubos 

em gelo a 0 ° C, e fazer gotejamento no mesmo dia. 

8.- Pegar 50 ul para fazer gotejamento. Colocar o volume sobre uma lâmina aquecida em 

placa a 37° C, aspirar o material a assim proceder varias veces sobre diferentes pontos da 

lâmina. 
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Anexo 2. Técnicas de citogenética convencional  

 

Anexo 2.1. Método de coloração convencional Giemsa 

 

 Para analisar o número e morfologia dos cromossomos, as lâminas 

preparadas com a suspensão celular são coradas com solução do corante Giemsa, 

diluído em tampão fosfato pH 6,8 (KH2PO4 + Na2HPO4) a 5% durante 

aproximadamente 10 minutos e em seguida são lavadas em água corrente e secas 

ao ar. 

 

Anexo 2.2. Identificação cromossômica 

 

 Segundo critérios da relação de braços (RB) proposta por LEVAN; FREDGA; 

SANDBERG (1964), os cromossomos podem ser classificados como metacêntricos 

(m) (RB= 1,00 a 1,70); submetacêntricos (sm) (RB= 1,71 a 3,00);  subtelocêntricos 

(st) (RB= 3,01 a 7,00) e acrocêntricos (a) (RB>7,00).  

 

Anexo 2.3. Coloração das regiões organizadoras de nucléolos Ag-RONs 

(HOWELL; BLACK, 1980)  

 

 Em lâminas previamente preparadas para a obtenção de cromossomos 

mitóticos pingar uma gota da solução coloidal reveladora (1g de gelatina dissolvida 

em 50 ml de água destilada acrescida de 0,5 ml de ácido fórmico) e duas gotas da 

solução de nitrato de prata (1g de AgNO3 dissolvida em 2 ml de água destilada) 

sobre o material na lâmina; Cobrir a lâmina com lamínula; Levar a lâmina á estufa 

a 60°C até que a mistura das soluções alcance uma coloração marrom-dourada; 

Lavar a lâmina em água corrente e deixar secar ao ar; Se necessário, corar com 

Giemsa diluída a 1% em tampão fosfato pH 6,8 por 30 segundos. 
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Anexo 2.4. Detecção da heterocromatina constitutiva segundo SUMNER 

(1972), com adaptaçoes segundo LUI et al. (2012)  

 

-Tratar as  lâminas  contendo  o material  celular com ácidoclorídrico (HCl)  0,2  N,  

a  37°C,  durante  10 minutos  

-Lavar com água destilada e incubar a 28°C em solução de Bário Ba(OH)2  5% 

saturada durante  1  a  2  minutos.  

-Submergir as lâminas em solução de ácido clorídrico 0,2 N a 37°C durante 30 

segundos e lavar com água destilada.  

-Submergir o material em solução salina 2x SSC, a 60°C, durante 40 minutos, lavar 

em água destilada e secar ao ar.   

-Corar as lâminas em uma solução contendo 20 µL de anti-fading (1,4-

fenilenodiamino em tampão glicerol) e 0,7 µL (50 µg/mL) de iodeto de propidio. 
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Anexo 3. Citogenética Molecular: Hibridação in situ com sondas fluorescentes 

(FISH) (PINKEL; STRAUME; GRAY, 1986)  

 

Preparações das sondas  

A obtenção da sonda de DNA ribossômico 18S será feita a partir do DNA 

genômico de Prochilodus argenteus (Prochilodontidae) (Hatanaka e Galetti, 2004) 

usando os primers NS1 5'-GTAGT CATATGCTTGTCTC-3' e NS8 5'-

TCCGCAGGTTC ACCTACGGA-3' (White et al., 1990)  e a sonda de DNAr 5S a 

partir de DNA gênomico de Leporinus elongatus (Anostomidae) usando os primers 

A 5’-TACGCCCGATCTCGTCCGATC-3’ e B 5’-GCTGGTATGGCCGTAGC-3’  

(Martins e Galetti, 1999). Para a marcação da sonda DNAr 18S foi utilizado biotina-

16-dUTP (kit nick translation Biotin-Nick Translation Mix) e para a sonda do DNAr 

5S, digoxiginina -11-dUTP  (kit DIG-Nick Translation Mix), segundo as orientações 

do fabricante (Roche Applied Science). As misturas de hibridização tiveram a 

estringência de 77% (2,5 ng/μL sonda, 50 % formamida, 2 x SSC, 10% sulfato 

dextrano, 37 °C por 16 horas). Para a detecção das sondas foram utilizados os 

anticorpos streptavidina conjugada com Alexa Fluor 488 (Invitrogen) e anti-

digoxigenina conjugada com rodamina (Roche Applied Science). Os cromossomos 

foram contra corados com DAPI (0,2 μg/mL) em meio de montagem Vectashield 

(Vector). 

  

Tratamento com RNAse 

1- Lavar as lâminas, contendo as preparações cromossômicas, em tampão PBS 1X 

durante 3 minutos, em temperatura ambiente e com agitação.  

2- Desidratar as lâminas em série alcoólica (70%, 85% e 100%) durante 3 minutos 

e secá-las ao ar livre. 

3- Incubar as lâminas em solução com 100 μL de RNAse (0,4% RNAse/2xSSC), 

sob lamínula, á 37ºC por 1 hora em câmara úmida com água mili-Q. 

4- Lavar as lâminas em solução de 2xSSC três vezes, durante 3 minutos cada vez;  

5- Em seguida, lavar em PBS 1X durante 5 minutos;  
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Tratamento com Pepsina  

6- Incubar as lâminas por 10 minutos em solução de pepsina 0,005% (em 10mM 

HCL) em temperatura ambiente. 

7- Lavar em PBS 1x durante 5 minutos com agitação, em temperatura ambiente.  

Fixação  

8- Fixar em formaldeído 1% em PBS 1X / 50mM MgCl2 50mM durante 10 minutos 

a temperatura ambiente. 

9- Lavar em PBS 1X por 5 minutos, com agitação. 

10- Desidratar das lâminas em série de alcoólica (70%, 85% e 100%) por 3 minutos 

e secá-las ao ar livre.  

 

Pré-hibridação  

11- Simultaneamente a desidratação em série de alcoólica, desnaturar a solução de 

hibridação á 100ºC durante 10 minutos e passá-los imediatamente ao gelo até sua 

utilização. 

12- Desnaturar o DNA cromossômico com formamida 70% em 2xSSC á 70ºC por 5 

minutos.  

13- Desidratar as lâminas em série alcoólica (70%, 85% e 100%) durante 5 minutos 

e deixar secar. 

 

Hibridação  

14- Preparar a câmera úmida 37ºC. 

15- Aliquotar sobre cada lâmina 50 μL de solução de hibridação, cobrir com uma 

lamínula e deixar durante 16 horas á 37º C. 

 

Lavagens (Segundo dia)  

16- Lavar 2 vezes em formamida 15% / 0,2xSSC pH 7.0 a 42 ºC durante 10 minutos 

cada, com agitação. 

17- Lavar as lâminas durante 3 minutos em solução de Tween 0,05%/ 4xSSC, em 

temperatura ambiente, com agitação. 
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Bloqueio  

18- Incubar as lâminas em tampão 5% NFDM / 4xSSC por 15 minutos.  

19- Lavar as lâminas duas vezes por 3 minutos cada com Tween 0,05%/ 4xSSC, 

em temperatura ambiente, com agitação. 

 

Detecção de duas sondas DOUBLE FISH  

20- Incubar as lâminas com 100 μL cada do mix de anticorpos (streptavidina 

conjugada com Alexa Fluor 488 (Invitrogen) e anti-digoxigenina conjugada com 

rodamina (Roche Applied Science) durante 1 hora em câmara úmida e escura em 

temperatura ambiente.  

21- Lavar as lâminas por três vezes com Tween 0,05%/ 4xSSC em temperatura 

ambiente, durante 3 minutos cada, com agitação. 

22- Desidratar as lâminas em série alcoólica (70%, 85% e 100%) por 5 minutos cada 

banho e secá-las ao ar livre.  

 

Montagem das lâminas com DAPI  

23- Misturar 400 μL de antifading mais 1μL de DAPI (0,2 μg/mL) em meio de 

montagem Vectashield (Vector). 

24- Colocar 50 μl da mistura e cobrir com lamínula. Guardar em local escuro.  
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Anexo 4. Autorização para pesca de investigação 
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