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APRESENTAÇÃO 

 

Essa tese é composta de um artigo científico, que foi elaborado através 

de estudos citogenéticos clássicos e moleculares em espécies de Hypostomus, 

que abordam os resultados obtidos para Hypostomus regani, H. albopunctatus, 

e Hypostomus aff. paulinus. As análises possibilitaram a caracterização de 

regiões heterocromáticas, o mapeamento de elementos retrotransponíveis e de 

sequências de DNA repetitivo presente no genoma das espécies analisadas. 

 

Capítulo I – Mapeamento e caracterização de elementos transponíveis e 

de sequências repetitivas no cariótipo de três espécies do gênero Hypostomus 

(Loricaridae). 

 

 Este trabalho será submetido a revista Genetics and Molecular Biology e está 

formatado nas normas deste periódico 
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RESUMO GERAL 
 

O gênero Hypostomus (Loricaridae) é composto por peixes conhecidos 

popularmente como cascudos, os quais, devido à grande similaridade 

morfológica entre si, tornam a taxonomia desse grupo um grande desafio. 

Análises citogenéticas, clássicas e moleculares, têm contribuído de forma 

significativa como ferramenta adicional à resolução de questões taxonômicas no 

grupo. O número diploide e fórmulas cariotípicas diversas, indicam uma evolução 

divergente, que pode ser explicada pela frequente ocorrência rearranjos 

cromossômicos. Nesse contexto, o estudo da porção de DNA repetitivo no 

genoma pode contribuir no entendimento dessas sequências na diversificação 

cariotípica do grupo, uma vez que nos últimos anos suas funções estruturais ou 

regulatórias nos genomas têm sido melhor compreendida. Portanto, este estudo 

teve como objetivo caracterizar citogeneticamente três espécies de Hypostomus, 

sendo elas, H. regani, Hypostomus aff. paulinus e H. albopunctatus. No presente 

estudo, as três espécies foram submetidas às análises incluindo marcadores 

citogenéticos clássicos, como coloração com Giemsa, impregnação por nitrato 

de Prata (Ag-NORs), bandeamento C, colorações com fluorocromos base-

específicos (DAPI e CMA3), e através de abordagens moleculares (Hibridização 

In Situ Fluorescente - FISH). Realizamos o isolamento e o mapeamento de dois 

elementos retrotransponíveis (Rex1 e Rex3) e de outras sequências repetitivas 

presente nos genomas (repetições microssatélites e teloméricas). Nossos dados 

contribuem com informações acerca da evolução cromossômica, bem como a 

diversidade cariotípica intra-específica neste grupo, e fornecem evidências da 

participação dos elementos de retrotransposição (Rex1 e Rex3) e sequências de 

microssatélites ((CA)15 e (GA)15) atuando na diversificação do genoma dessas 

espécies, reforçando a hipótese de que essas sequências repetitivas, quando 

presente no genoma, favorecem a reorganização cariotípica ao longo da 

evolução do grupo.  

 

PALAVRAS-CHAVE: Hypostomus, Elementos Retrotransponíveis, Repetições 
microssatélites, Heterocromatina. 
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ABSTRACT 

 

The genus Hypostomus (Loricaridae) is represented by fishes popularly known 

as catfishes, which due to a great morphological similarity between them, there 

is an enormous challenge regarding the taxonomy of this group. Classical and 

molecular cytogenetic approach have significantly contributed as an additional 

tool to cope with taxonomic issues in the group. The diploid number and several 

karyotype formulas indicate a divergent evolution, which can be explained by the 

occurrence of chromosome rearrangements. In this context, the study of the 

repetitive portion of DNA in the genome may contribute to the comprehension of 

such sequences in the karyotype diversification of the catfish group, since in the 

last years its structural or regulatory functions in genomes have been better 

understood. Therefore, this study aimed to cytogenetically characterize three 

distinct species of the genus Hypostomus, they being H. regani, Hypostomus aff. 

paulinus and H. albopunctatus. The three species were submitted to analyzes 

including classical cytogenetic markers, such as Giemsa staining, silver-nitrate 

impregnation (Ag-NORs), C-banding, base-specific fluorochromes staining (DAPI 

and CMA3) and molecular approaches (fluorescent in situ hybridization - FISH). 

We performed the isolation and mapping of two retrotransposable elements 

(Rex1 and Rex3) and other repetitive sequences present in the genomes 

(microsatellite and telomeric repetitions). Our results contribute with information 

in regard to chromosome evolution as well as the intra-specific karyotypic 

diversity in the catfish group. Also, our findings provide evidence of the 

participation of retrotransposition elements (Rex1 and Rex3) and microsatellite 

sequences ((CA)15 and (GA)15) acting in the diversification of the genome of the 

studied species, reinforcing the hypothesis that these repetitive sequences, when 

present in the genome, favor the karyotypic reorganization throughout the 

evolution of the catfish group. 

 

Key words: Hypostomus, retroposable elements, microsatellite repetitions, 

heterochromatin, cytogenetic 
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INTRODUÇÃO 
 

Hypostomus Lacépède, 1803 encontra-se amplamente distribuído desde 

a América Central e do Sul, compreendendo 148 espécies válidas (Froese e 

Pauly, 2017), dentre as quais, 23 ocorrem na bacia do alto rio Paraná (Zawadzki 

et al., 2008). A similaridade morfológica neste grupo é grande, o que dificulta a 

identificação de muitas espécies baseada somente em caracteres morfológicos. 

Nesse sentido, a utilização de uma variedade de fontes de evidências 

(fenotípicas e genotípicas) tem sido determinante na resolução de questões 

taxonômicas no grupo. Dentre elas, destacamos o uso de marcadores 

citogenéticos para a compreensão da taxonomia e aspectos evolutivos dentro do 

gênero Hypostomus (Alves et al., 2012; Pansonato-Alves et al., 2013; Kamei et 

al., 2017).  

Em alguns casos, a utilização da citogenética também é capaz de revelar 

diversidade críptica em Hypostomus, fato que fica evidente quando observamos 

na literatura dados cariotípicos que variam entre diferentes populações de uma 

mesma espécie nominal (Alves et al., 2012). Além disso, são inúmeros os casos 

de descrição de cariótipos de populações cujo status taxonômico ainda não são 

completamente definidos ou que, possivelmente, tratam-se de espécies novas. 

Estas situações podem ser observadas em H. ancistroides (Endo et al., 2012), 

H. nigromaculatus (Rubert et. al., 2008), Hypostomus aff. unae (Bitencourt et. al., 

2011), H. albopunctatus (Bueno et al., 2013). As diferenças cromossômicas, 

numéricas e estruturais, interpopulacionais têm sido relacionadas com a 

ocorrência de rearranjos cromossômicos como fusões/fissões, inversões 

pericêntricas e translocações (Artoni et al.,2001; Martinez et al., 2011; Alves et 

al., 2012; Bueno et al., 2012, 2013) revelando assim uma evolução cariotípica 

divergente neste grupo.  

Muitas espécies de Hypostomus da bacia do rio Paraná têm seus 

cariótipos conhecidos (Bueno et al., 2012, 2013), entretanto, para a grande 

maioria são descritos apenas o número diploide, fórmula cariotípica e 

bandeamentos cromossômicos rotineiros, como determinação do número e 

localização das Regiões Organizadoras de Nucléolos (NOR) e do padrão de 

heterocromatina através do bandamento C. Além disso, a aplicação do método 
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de Hibridização In Situ Fluorescente (FISH), utilizando sondas de DNAr 18S e 

5S, têm gerado dados adicionais à interpretação dos cariótipos e revelado uma 

grande variabilidade em número e localização destes sítios nos cariótipos do 

gênero, como observado nos dados apresentados por Rubert et al. (2016), que 

abrangeram o mapeamento desses marcadores cromossômicos em 19 espécies 

desse gênero. 

Marcadores cromossômicos mais específicos utilizando FISH com sondas 

de elementos transponíveis, microssatélites e de genes para histonas ainda são 

restritos em espécies de Hypostomus (Pansonato-Alves et al., 2013). O 

mapeamento de sequências repetitivas, arranjadas in tandem ou dispersas no 

genoma, são importantes para a compreensão de sua participação nos 

mecanismos evolutivos que resultam na diversificação das espécies. Em alguns 

casos, podem subsidiar dados que contribuam para a complexa taxonomia deste 

gênero, reforçando por exemplo, as diferenças cromossômicas entre espécies 

sob investigação taxonômica (Nascimento et al., 2015; Favarato et al., 2016A). 

 Elementos transponíveis (ET) têm sido bem documentados no genoma 

de peixes e estão presentes nos principais ramos evolutivos deste grupo (Da 

Silva et al., 2002; Ferreira et al., 2011; Favarato et al., 2016B. Estes elementos 

podem estar inseridos em grandes blocos genômicos (clusters) ou dispersos 

pelos cromossomos, podendo ser associados às regiões eucromáticas quanto 

nas porções heterocromáticas (para referência, ver Ferreira et al., 2011). 

Dentre os diferentes tipos de elementos transponíveis, destacam-se os do 

grupo Rex (Rex 1, Rex 3, Rex 6), um retroelemento caracterizado pela primeira 

vez em peixes no genoma de espécies do gênero Xiphophorus e que ocorrem 

em diferentes espécies desse grupo (Volff et al., 1999; Ferreira et al., 2011; 

Valente et al., 2011; Borba et al., 2013; Schneider et al., 2013, Favarato et al., 

2016A). Devido a sua capacidade de se mover dentro do genoma, os elementos 

transponíveis podem induzir rearranjos cromossômicos, como inversões, 

deleções e translocações, podendo movimentar e duplicar sequências 

codificantes do hospedeiro, sendo, portanto, importantes para evolução do 

genoma e dos cromossomos eucariotos (Chalopin et al., 2015).   

 Além do mapeamento cromossômico dos elementos transponíveis, outras 

sequências de DNA repetitivo tem sido igualmente importante como marcadores 
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cromossômicos para espécies e/ou populações de peixes. Os microssatélites ou 

sequências simples repetidas (SSR) são compostas por sequências de DNA cuja 

a unidade monomérica é composta de um a seis nucleotídeos, que se encontram 

repetidos sequencialmente no genoma (organização in tandem), 

abundantemente distribuídos pelos genomas. A quantidade de suas unidades 

repetitivas em um genoma demonstra um alto nível de polimorfismo, e estudos 

têm constantemente demonstrado sua contribuição na organização da 

cromatina, regulação da recombinação do DNA, transcrição, tradução, 

expressão gênica e dinâmica do ciclo celular (Dimitry et al., 2006). O 

mapeamento físico desses marcadores em peixes é ainda restrito, sendo 

utilizados principalmente ao estudo de espécies portadoras de cromossomos 

sexuais heteromórficos, revelando acúmulo diferencial de alguns tipos de 

repetições microssatélites nestes cromossomos, como evidenciado em Hoplias 

malabaricus (Cioffi et al., 2010, 2011) e Oplegnathus fasciatus (Xu et al., 2013) 

e Leporinus elongatus (Poltronieri et al., 2013). Em outras espécies de peixes 

foram demonstrados acúmulos de sequências microssatélites em cromossomos 

autossomos distribuídos por regiões centroméricas, teloméricas ou intersticiais 

(Vanzela et al., 2002; Cioffi et al., 2013; Cioffi et al., 2015). Em Hypostomus, 

Traldi et al., (2013) demonstraram um padrão disperso da sequência (GATA)n 

em quatro espécies (H. ancistroides, H.iheiringii, H. nigromaculatus e H. tapijara), 

sugerindo que esta distribuição seja uma consequência de rearranjos 

cromossômicos ou eventos de transposição mediados por elementos 

transponíveis ocorridos durante a evolução do grupo. 

Estudo citogenético prévio realizado por Ferreira (2016) em uma 

população de H. regani coletada no rio Taquari, município de Coxim (Mato 

Grosso do Sul), pertencente à bacia do rio Paraguai, revelou um cariótipo 

constituído por 2n=72 cromossomos, porém, dois cariomorfos foram 

encontrados entre os indivíduos analisados: cariomorfo A, composto de 

12m+14sm+18st+28a e o cariomorfo B com 13m+14sm+17st+28a, 

caracterizado pela presença de um cromossomo metacêntrico, o maior do 

complemento, e um subtelocêntrico correspondente a um dos homólogos do 

par19. Essa condição foi observada em 43,74% da amostra e independe do sexo 

do indivíduo analisado. De acordo com Ferreira (2016), o cromossomo 
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metacêntrico (heteromórfico) apresentou o braço curto totalmente 

heterocromático, composto de  sequências ricas em GC, reveladas por coloração 

com CMA3. A origem  do grande metacêntrico do par heteromórfico foi sugerida 

como resultante da amplificação de heterocromatina a partir de um dos 

cromossomos do par 19 (st) do cariomorfo A. Esta hipótese foi testada, por meio 

da microdissecção cromossômica do metacêntrico grande, o qual produziu uma 

sonda que hibridizou em toda a extensão do braço superior do metacêntrico e 

na região pericentromérica de seu homólogo subtelocêntricos do cariomorfo A e 

no homólogo correspondente ao par 19’ do cariomorfo B.  

Assim, considerando o polimorfismo cromossômico detectado em  H. regani, 

o presente estudo tem como objetivo complementar os dados citogenéticos 

nesta espécie, por meio do mapeamento cromossômico utilizando FISH com 

sondas de elementos retrotransponíveis do grupo Rex e de  repetições 

microssatélites em ambos cariomorfos, com ênfase no par heteromórfico 19’. Em 

nossa hipótese, acreditamos que a diferenciação do par heteromórfico 

encontrado em alta frequência na população de H. regani possa ter sido 

originado a partir de acúmulo de DNAs repetitivos, dentre eles, elementos de 

transposição. 

Além dessa espécie, também buscamos contribuir com dados cariotípicos de  

duas populações cujo status taxonômico deva ser melhor investigado: 

Hypostomus aff. paulinus e de H. albopunctatus, ambas pertencentes a bacia do 

Rio Paraná e coletadas no  Ribeirão Andirá, Município de Ourizona-PR. 

Destacamos que variações cromossômicas numéricas e estruturais já foram 

relatadas para outras populações dessas espécies (Michelle et al., 1977; Artoni 

e Bertollo, 1996; Rubert et al., 2011; Bueno et al., 2012; Kamei, 2015), tanto para 

indivíduos coletados nessa mesma bacia, quanto para populações de outras 

bacias hidrográficas. Esses dados poderão fornecer um panorama mais 

completo sobre a variação genética encontrada e levantar hipóteses sobre a 

natureza dessas variações (interpopulacionais ou intraespecíficas). 
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OBJETIVOS 

Este interessante polimorfismo cromossômico motivou a continuidade dos 

estudos para se compreender a natureza molecular e possível origem do 

heteromorfismo cromossômico encontrado no cariomorfo B, constituindo assim 

um dos objetivos deste estudo.  

Assim, uma vez que a participação do conteúdo de DNA repetitivo de um 

genoma pode estar diretamente relacionado com os mecanismos genéticos que 

atuam na diversificação e evolução do genoma eucarioto, esperamos encontrar 

evidências que provem sua participação na evolução cariotípica nessas 

espécies de Hypostomus. Ao mesmo tempo, esperamos fornecer dados para 

melhor compreensão das relações cario-evolutivas, biogeográficas e 

filogenéticas neste gênero, fornecendo subsídios para estimativa de uma 

diversidade ainda desconhecida no gênero Hypostomus. 

 

 

MATERIAIS E MÉTODOS 

  

Amostras Biológicas 

 Foram utilizados um total de 26 suspensões celulares preparadas a partir 

de exemplares de H. regani coletados no rio Taquari, no município de Coxim, 

Mato Grosso do Sul (MS) e previamente utilizadas por Ferreira (2016). 

Adicionalmente, seis espécimes de Hypostomus aff. paulinus e dois espécimes 

de H. albopunctatus foram coletadas no Ribeirão Andirá, no município de 

Ourizona, sub-bacia do rio Ivaí (PR). Os espécimes foram encaminhados para 

identificação taxonômica e depositados na Coleção do Museu do NUPÉLIA da 

Universidade Estadual de Maringá (UEM) e os dados detalhados da amostra são 

apresentados na Tabela 1. 
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Tabela 1: Número de espécimes, localidade e respectivo voucher das espécies 

de Hypostomus analisadas. 

Espécie  Número de espécimes Localidade/Estado Voucher 

Hypostomus regani 08♂ + 04 ♀ + 14 juvenis Rio Taquari, Coxim/MS  NUP135-141 e 150-

168 

Hypostomus aff. paulinus   6 juvenis Ribeirão Andirá, 

Ourizona/PR 

                NUP675-679 e 684                               

Hypostomus albopunctatus   2 juvenis Ribeirão Andirá, 

Ourizona/PR 

                NUP674 e 680-683 

 

Preparações cromossômicas e análise citogenética  

As preparações dos cromossomos mitóticos foram realizadas a partir da 

porção anterior do rim dos espécimes de acordo com a técnica "air drying" 

descrita por Bertollo et al., (1978). As preparações cromossômicas foram 

submetidas à coloração convencional com Giemsa 5% para a determinação dos 

cariótipos. A determinação do número e localizações das regiões organizadoras 

de nucléolo (NORs) foram realizadas por meio da técnica de impregnação pela 

Prata (Ag-NORs) segundo Howell e Black (1980).  

 A descrição cariotípica da população de H. regani proveniente de Coxim/MS 

foi previamente realizada por Ferreira (2016). Esses autores reportaram um 

interessante heteromorfismo cromossômico intrapopulacional, observado 

independente do sexo dos indivíduos, gerando dois cariomorfos que divergem 

em seus números fundamentais: cariomorfo A e cariomorfo B. Para o presente 

trabalho, selecionamos 17 espécimes portadores do cariomorfo A e nove 

espécimes portadores do cariomorfo B.   

 

Caracterização do conteúdo de heterocromatina  

 Para detecção do padrão de distribuição da heterocromatina no genoma 

das espécies estudadas utilizamos a técnica de bandamento C segundo 

Summer (1972) seguida de coloração com iodeto de propídio de acordo com o 

método proposto por Liu et al., (2012). Para a distinção das classes de 

heterocromatina ricas em A:T ou G:C, utilizamos coloração com os fluorocromos 

base-específicos DAPI e CMA3, respectivamente, utilizando o método proposto 

por Schweizer,1980.  
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Isolamento, amplificação e sequenciamento do DNA 

O DNA genômico foi extraído de suspensão celular (H. regani) e de fígado 

(Hypostomus aff. paulinus e Hypostomus albopunctatus) utilizando o método 

TNES, conforme aplicado por Bruschi et al., (2012). As buscas genômicas por 

elementos repetitivos foi realizada através do método de PCR utilizando primers 

heterólogos do non-LTR retroelemento Rex1 [Rex1F (5’ -

TTCTCCAGTGCCTTCAACACC- 3’) e Rex1R (5’- 

TCCCTCAGCAGAAAGAGTCTGCTC-3’) (Volff et al., 2000)]  e Rex3 [Rex3F (5’- 

CGGTGAYAAAGGGCAGCCCTG-3’) e Rex3R (5’- 

TGGCAGACNGGGGTGGTGGT- 3’) (Volff et al., 2006)]. A reação de 

amplificação incluiu 25ng/uL de DNA genômico, 7pmoles dos primers foward e 

reverse, 10mM de DNTPs, 1 U de Taq DNA Polimerase, 50 mM de MgCl2 e 1x 

de tampão de PCR (200 mM Tris, pH 8,4, 500 mM KCl). Inicialmente, as 

condições de amplificação foram otimizadas por meio de um gradiente de 

temperaturas de anelamento, variando de 54ºC-62ºC. As melhores condições de 

amplificação foram selecionadas (58° C para Rex1 e 56° C para Rex3) e novos 

rounds de amplificação foram realizados.  

Uma vez isolados, os produtos das amplificações a partir do DNA 

genômico de H. regani foram purificados utilizando o EasyPure Quick Gel 

Extraction Kit seguindo recomendações do fabricante e então inseridas no vetor 

p-JET1.2/Blunt 2974bp utilizando o kit CloneJET PCR Cloning kit (Thermo 

Scientific). Os vetores recombinantes foram utilizados para a transformação de 

células competentes de Escherichia coli TOP10 utilizando o método de choque-

térmico, de acordo com recomendações do fabricante. Os clones selecionados 

foram utilizados para a extração de plasmidial, segundo o método de mini-prep 

descrito por Sambrook et al., (1989).  

O DNA plasmidial obtido foi utilizado para o sequenciamento bidirecional 

do inserto e para o preparo de sondas para os experimentos de hibridação in situ 

fluorescente (FISH). Os produtos das reações de sequenciamento foram 

purificados através da precipitação com etanol 80%, seguido de centrifugação a 

15000g por 5 min. Em seguida, os produtos precipitados foram lavados com 

etanol 70% e novamente submetidos à centrifugação. Após secos, os 
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precipitados obtidos foram ressuspensos em loading dye (Blue-Dextran-

EDTA/Formamida (1:5), desnaturados por 3 minutos a 94oC e aplicados em um 

sequenciador automático. A sequência obtida foi editada com o auxílio do 

software Bioedit (http://www.jwbrown.mbio.ncsu.edu/ BioEdit/bioedit.html). 

 

Mapeamento de sequências repetitivas por meio de Hibridação in situ 

Fluorescente (FISH) 

Elementos retrotransponíveis Rex1 e Rex3 

As sequências de DNA foram obtidas dos plasmídeos recombinantes e 

marcadas por PCR utilizando 11-digoxigenin-dUTP. As sondas foram 

precipitadas me presença de DNA de timo de bezerro (110 ng/uL) e 

ressuspendidas em meio de hibridação (50% formamida, 20xSSC, 10% dextran 

sulfate). Os experimentos de hibridação foram baseados no protocolo de alta 

estringência (77%) descrito por Traut et al., (2001), onde foi adotado a técnica 

de hibridização de Lapierre et al., (1998) com as seguintes modificações: as 

lâminas  foram fixadas com metanol e ácido acético na proporção 3:1 e 

reidratadas em 2xSSC e triton 0,1% por 15 minutos em temperatura ambiente, 

posteriormente, foram lavadas em 2xSSC (1 minuto) e a estabilização da 

estrutura da cromatina foi feita em formaldeído 1%, 2xSSC por 1 minuto e 

enxaguadas duas vezes em 2xSSC e em seguida desidratadas em série 

alcoólica (álcool 70%, 80% e 96%). A desnaturação das lâminas foi realizada em 

formamida deionizada 70%, 2xSSC por 3 minutos em banho maria a 72°C e 

seguida de nova desidratação. Para a hibridação, cada lâmina recebeu uma 

concentração final de 50ng/uL de sonda. Após 72h de hibridação as lâminas 

foram lavadas em banhos sequencias de triton 1%, seguido de lavagem em 

0.1xSSC, 1% Tritonx100 a 62° em banho maria com agitação, e por 5 minutos 

em 2xSSC, 1% Tritonx100 a temperatura ambiente. A detecção foi realizada com 

o anticorpo antidigoxigenina conjugado com rodamina e contracoradas com 

DAPI.  

 

-Sondas de repetições microssatélites e teloméricas  

Foram utilizadas sondas de oligonucleotídeos CA(15) e GA(15) marcados 

diretamente com o fluorocromo Cy5 (Sigma Aldrich) na extremidade 5' durante a 
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síntese. Os experimentos de hibridação foram realizados, baseado no protocolo 

Kubat et al., (2008). Já as repetições teloméricas (TTAGGG)n foram produzidas 

pela amplificação dos primers teloméricos F (5’ TTAGGG 3’) e telomérico R (5’ 

CCCTAA 3’) e o produto dessa amplificação foi diretamente marcado pela 

incorporação de 11-digoxigenin-dUTP, seguindo o protocolo disponível em 

Guerra (2012). As hibridações foram realizados com base no protocolo de Traut 

et al., (2001) conforme descrito acima. 

 

Resultados 
 
Hypostomus regani 
 Os dois cariomorfos são reconhecidos a partir de um heteromorfismo de 

tamanho e morfologia entre os homólogos do par 19 desse cariótipo, par 

cromossômico de morfologia subtelocêntrica na condição homomórfica 

(cariomorfo A) (Figura 1A), enquanto que nos espécimes portadores do 

cariomorfo B esse par cromossômico é constituído por um dos homólogos de 

morfologia subtelocêntrica e seu homólogo exibindo morfologia metacêntrica 

(19’) (Figura 1B), o par 10 mostrou-se Ag-NOR positivo. Tal heteromorfismo não 

teve relação com o sexo do indivíduo analizado e é claramente detectado pela 

coloração convencional com Giemsa. O bandamento C seguido de coloração 

com iodeto de propídeo revelou um proeminente bloco heterocromático que 

ocupa totalmente o braço curto do cromossomo metacêntrico 19’ o qual mostrou-

se DAPI-negativo e positivo para CMA3 (Figura 1D), condição não observada 

nas metáfases de espécimes portadores do cariomorfo A (Figura 1C), 

apresentando este, um par com forte marcação heterocromática na região 

subterminal, também DAPI-negativo e CMA3-positivo.  

 O mapeamento de repetições microssatélites (CA)15 e (GA)15 nos cariótipos 

revelaram sinais de hibridação em clusters, principalmente, nas regiões 

subterminais, além de sinais intersticiais nos pares 9, 16 e 27 detectados pela 

sonda (CA)15 (Figura 2A e 2B) e nos pares 5, 9, 11, 12, 13, 14, 18, 19’, 20, 26 e 

30 detectados pela sonda (GA)15 (Figura 2C e 2D), com a intensidade dos sinais 

variável. O par cromossômico heteromórfico apresentou sinais de hibridação 

com as sondas de microssatélites, no entanto, esses sinais diferiram entre seus 

homólogos e apesar de ambos apresentarem marcações da sonda (CA)15 na 
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região subterminal dos braços longos, o braço heterocromático do 19’ 

(metacêntrico) apresentou uma marcação adicional em sua região intersticial 

(Figura 2F). Já a sonda (GA)15 revelou sinais de hibridação na região subterminal 

e na região pericentromérica dos braços longos de ambos homólogos, além de 

detectar um sinal na região subterminal dos braços curtos do cromossomo 

metacêntrico (Figura 2G). Como esperado, sinais de hibridação com a sonda de 

repetições teloméricas foram detectados exclusivamente nas porções 

subterminais dos cromossomos em ambos cariomorfos de H. regani (Figura 2H). 

 Fragmentos do elemento Rex1 e Rex3 foram obtidos do DNA de H. regani e 

apresentaram aproximadamente 500pb.   

   O mapeamento físico das sondas dos retroelementos Rex1 e Rex3 

revelaram sinais de fluorescência com intensidade variável na maioria dos 

cromossomos de ambos cariomorfos analisados. Sinais em clusters foram 

observados utilizando a sonda de Rex1 na região subterminal dos pares 

metacêntricos 1 e 3, nos submetacêntricos pares 7 e 10, nos subtelocêntricos 

19, 21 e 22 e nos acrocêntricos 27, 29 e 30; foram observados fortes sinais na 

região centromérica nos pares 19, 21, 23 e 27. Adicionalmente, a sonda Rex1 

detectou marcações intersticiais nos homólogos dos pares 1, 7 e 8, porém com 

pouca intensidade (Figura 3A e 3B). Já os experimentos utilizando a sonda Rex3 

os sinais observados também aparecem em cluster, com destaque para a região 

centromérica dos pares 21, 23, 26, 30 e 32 e no cromossomo heteromórfico (19’) 

na região subterminal do braço curto (Figura 3C e 3D). Nos pares 21, 23 e 30 as 

marcações centroméricas aparece tanto em Rex1 quanto em Rex3, assim como 

a marcação em cluster na região subterminal no braço curto do cromossomo 

heteromórfico (19’). 

 Sinais de hibridação revelaram a presença de marcação de Rex1 pontual na 

região subterminal e pericentromérica dos braços longos de ambos os 

homólogos do par 19’ além de uma marcação na região intersticial dos braços 

curtos detectada somente no cromossomo heteromórfico (19’) (Figura 3B). 

Essas marcações foram coincidentes com os sinais obtidos pela hibridação com 

a sonda de repetições (CA)15.  
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 Já nos experimentos de hibridação com a sonda Rex3 foi detectada uma forte 

marcação próximo a região subterminal do braço curto, também exclusivamente 

observada no cromossomo 19’ (Figura 3D). 

 

Cariótipo de Hypostomus albopunctatus e Hypostomus aff paulinus 

 Os espécimes da população de H. albopunctatus analisados 

apresentaram um cariótipo constituído de 2n= 74 e fórmula cariotípica 

8m+14sm+16st+36a (Figura 4A). O padrão de bandamento C revelou regiões 

heterocromáticas com forte marcação na região centromérica nos cromossomos 

dos pares 1, 5, 11, 13, 14, 15, 16, 21, 22, 30 e 32, além de marcações nas regiões 

subterminais, com destaque para os pares 7, 12, 23 e 25 (Figura 4B). Coloração 

com fluorocromos DAPI/CMA3 revelaram riqueza de bases G:C no bloco 

heterocromático observados na região subterminal dos braços longos dos 

homólogos dos pares 30 (Figura 4C). O aparente heteromorfismo observado no 

par 30 foi observado em um indivíduo da população analisada e está relacionado 

com um heteromorfismo de tamanho da NOR nesse cromossomo, uma vez que 

essa região foi detectada pela técnica de impregnação pela prata (Figura4B). 

Os experimentos de FISH utilizando sonda de repetições teloméricas 

revelou marcações apenas nas regiões dos telômeros, sem a presença de ITs 

(Figura 4D).  

  O mapeamento cromossômico de sondas de repetições microssatélites 

(CA)15 e (GA)15 no cariótipo de H. albopunctatus revelaram clusters dessas 

repetições na maioria dos cromossomos do cariótipo, concentrados 

principalmente nas regiões subterminais e centroméricas. Em (CA)15, os pares 

25 e 30, apresentaram marcação na região centromérica com forte intensidade 

(Figura 5A) e o par 25 também apresentou forte marcação nesta região com 

(GA)15. Os pares 7 e 10, revelaram marcações com a sonda (GA)15 na região 

pericentromérica nos braços longos de ambos os homólogos dos pares em 

questão (Figura 5B). Com relação ao FISH com sondas dos retroelementos de 

Rex1 e Rex3, foram evidenciados sinais de hibridação com ambas as sondas. 

Nos experimentos utilizando a sonda de Rex1 os sinais com as marcações mais 

fortes tiveram concentração principalmente na região subterminal nos braços 

longos dos cromossomos, com destaque para os cromossomos 
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submetacêntricos do par 5 que apresentaram marcação coincidente com ambas 

sondas de microssatélite (Figura 5C). Já nos experimentos de FISH com a sonda 

do elemento Rex3, também observamos sinais de hibridação na região 

subterminal dos braços longos do par 5 e na maioria dos cromossomos, 

principalmente nos acrocêntricos na região centromérica e subterminal do braço 

longo. Adicionalmente, uma forte marcação subterminal nos braços longos par 

acrocêntrico 25 foi coincidente com a região heterocromática evidenciada pelo 

bandamento C (Figura 5D). 

 O cariótipo de H. aff paulinus apresentou 2n= 76 cromososmos, com 

fórmula cariotípica constituída de 10m+14sm+24st+28a (Figura 6A). O padrão 

de bandamento C revelou o par 13 praticamente heterocromático, além de fortes 

marcações heterocromáticas nas regiões subterminais dos braços longos dos 

pares 25 e 28, e nas regiões centroméricas dos pares 1, 8, 14 e 19 (Figura 6B). 

Na coloração com DAPI, os pares 13 e 25 revelaram blocos DAPI-positivo na 

região subterminal dos braços longos desses homólogos. Já os homólogos do 

par 28 apresentaram na marcação DAPI-negativo e CMA3-positivo na região 

subterminal dos braços longos desse cromossomo (Figura 6C). O método de 

impregnação pela prata detectou sítios de NOR na região subterminal do braço 

longo do par 28. FISH com repetições teloméricas detectados, como esperado, 

nas regiões subterminais de todos os pares cromossômicos sem a presença de 

marcações adicionais ao longo dos cromossomos.  (Figura 6D). 

 Com relação as sondas de microssatélites (CA)15 e (GA)15 sinais de 

hibridação foram observados principalmente nas regiões subterminais e alguns 

sinais intersticiais variando a intensidade. Em (CA)15 a marcação nas regiões 

intersticiais se destaca nos braços longos dos pares 6, 8 e 9, além de fortes 

sinais na região centromérica dos pares 22, 31 e 32 e na região subterminal do 

braços longos dos homólogos dos pares 1, 17 e 34 (Figura 7A). Em (GA)15 foi 

evidenciado uma marcação pericentromérica nos braços longos dos pares 7 e 8, 

fortes sinais nas regiões subterminais dos braços longos dos pares 9, 18, 20, 21, 

24, 29, 31 e 33, além de marcações na região centromérica dos pares 14, 16, 35 

e 36 (Figura 7B). Sinais de hibridação com a sonda do retroelemento Rex1 foram 

detectados no cariótipo de Hypostomus aff paulinus, como observado na região 

subterminal dos homólogos do par 7, coincidente com a marcação detectada 
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com a sonda (CA)15, além de sinais de hibridação detectados na região 

centromérica dos cromossomos acrocêntricos do par 22, também coincidente 

com as marcações detectadas pela sonda (CA)15 (Figura 7C). 

 O FISH com sondas do retrolemento Rex3 revelou fortes marcações 

centroméricas nos homólogos do par 32 (acrocêntrico) e coincide com a 

marcação de (CA)15 observada nesse par. Sinais de hibridação na região, 

subterminal dos braços longos do par 31 e discreta marcação centromérica 

também foi detectada pela sonda de Rex3, sendo nesse caso coincidente com 

a marcação previamente detectada pela sonda (GA)15. Marcações 

pericentroméricos detectadas no par 8 com a sonda de Rex3 também coincidem 

com (GA)15 enquanto que no par 7, a marcação subterminal coincide com a 

marcação de (CA)15 (Figura 7D). 

 

DISCUSSÃO 
 

Hypostomus regani apresenta uma estabilidade quanto ao seu número 

diploide (2n=72 cromossomos) em todas as populações previamente analisadas 

(Artoni e Bertollo, 1996; Rubert et al.,2011; Martinez et al., 2011; Mendes-Neto 

et al., 2011; Endo et al., 2012; Alves et al., 2012; Bueno et al., 2012, 2013), 

entretanto, as fórmulas cariotípicas difere entre as populações, com NF variando 

de 92 a 102. De acordo com Lorscheider et al., (2015). H regani é uma espécie 

que migra curtas distâncias, o que torna restrito o fluxo gênico entre as diferentes 

populações, e devido a este comportamento é possível existir espécies crípticas 

atualmente sob essa denominação, no entanto essa questão deve ser 

futuramente avaliado por meio de ferramentas mais resolutivas. No entanto, este 

comportamento de baixa vagilidade poderia favorecer a origem e manutenção 

de polimorfismos cromossômicos, como os detectados em H. regani do rio 

Taquari (MS). 

 A utilização de marcadores cromossômicos clássicos (bandamento C, 

NOR, fluorocromo CMA3, DNAr 18S e 5S) e de experimentos de FISH a partir da 

microdissecção do metacêntrico variante (Ferreira, 2016), associados aos dados 

mapeamento de elementos retrotransponíveis (Rex1 e Rex 3) e de repetições 

microssatélites (CA)15 e (GA)15) apresentados aqui, permitiram melhor 
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compreensão dos mecanismos envolvidos na diferenciação dos cariomorfos A e 

B encontrados em H. regani. 

   A distribuição em clusters dos elementos Rex1 e Rex3 nos cariomorfos 

de H. regani difere do padrão observado em outras espécies do gênero, como 

em H. ancistroides, H. nigromaculatus e H. strigaticeps (Pansonato-Alves et al., 

2013) nas quais esses elementos são mapeados dispersos no genoma das 

espécies. Assim como observado em H. regani, Pansonato-Alves et al., (2013) 

também detectou marcações desses elementos principalmente em regiões 

heterocromáticas dos cariótipos de H. ancistroides, H. nigromaculatus, além de 

uma co-localização com os sítios de DNAr 5S nessa última espécie.  Os 

elementos Rex1 no genoma de H. regani confirmaram a homologia entre os 

cromossomos heteromórficos do par 19’, evidência obtida pela marcação pontual 

detectada na região subterminal e na pericentromérica dos braços longos de 

ambos os dos homólogos. 

 Nossos achados revelaram ainda a presença de elementos de 

retrotransposição Rex1 e Rex3 como principais constituintes da heterocromatina 

dos braços curtos do coromossomo 19’ de H. regani, em que ocorre maior 

concentração de marcações do elemento Rex3, ocupando desde sua região 

intersticial até a subterminal desses braços cromossômicos. Isso pode ser a 

explicação para o heteromorfismo de tamanho entre esses homólogos. Nossa 

hipótese é de que a inserção desses elementos tenha levado a um aumento no 

número de cópias das sequencias retrotransponíveis via amplificação. Uma 

hipótese alternativa para a origem desse heteromorfismo pode ser devido à 

ocorrência de rearranjos cromossômicos, e/ou via recombinação ectópica ou 

crossing-over desigual, causadas por essas sequencias repetitivas presente no 

genoma (Bouneau et al., 2003; Pansonato-Alves et al., 2013; Schneider et al., 

2013). Apoiando essa hipótese, destacamos que esses elementos estão 

distribuídos em poucos cromossomos ao longo o genoma, e que poderia ter 

servido como fonte de sequências repetitivas para a diversificação desse 

cromossomo heteromórfico (Hikosaka e Kawahara, 2004; Voltolin et al., 2013). 

Nos espécimes de H. albopuncatus (coletados no Ribeirão Andirá- Ourizona- 

PR) o 2n=74 cromossomos e fórmula cariotípica composta de  

8m+14sm+16st+36a coincide com dados prévios reportados por Bueno et al., 
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(2013) (Rio Piquiri-PR). Contudo, existe uma variação interpopulacional na 

constituição cariotípica em relação as descrições de outras populações: 

10m+20sm+44st/a para a população do Rio Mogiguaçu- pertencente a bacia do 

Rio Mogiguaçu- Pirassununga (SP), (Artoni e Bertollo, 1996) e 

10m+20sm+16st+28a para a população do rio Corumbataí, pertencente a bacia 

do Rio Piracicaba do estado de São Paulo (Alves et al., 2012). A NOR analisada 

no presente estudo coincide com o padrão de NOR de Bueno et al., (2013) como 

sendo simples e coincidente com a marcação de CMA3 positivo e difere na 

descrita por Artoni e Bertollo (1996) que reporta NOR múltipla para as 

populações analisadas. Estes dados refletem parte da complexidade taxonômica 

do gênero Hypostomus e sugerem a necessidade de uma reavaliação do status 

taxonômico das populações de ambas as bacias hidrográficas atualmente 

atribuídas á essa denominação, uma vez que tal variação cromossômica pode 

sugerir entidades taxonômica distintas nessas populações biogeograficamente 

isoladas. 

  Os espécimes coletados no Ribeirão Andirá – Ourizona-PR, foram 

previamente identificados como Hypostomus aff. paulinus baseado apenas em 

morfologia externa e distribuição geográfica. Nossas análises citogenenéticas 

revelaram 2n=76, semelhante a espécie de H. paulinus oriundos do Ribeirão 

Três Bocas- Londrina-PR (Rubert et al., 2011), do Rio Corumbataí- SP (Alves et 

al., 2012) e das populações do Rio Keller, Rio Mourão e Ribeirão Atlântico – PR 

(Kamei, 2015), todas pertencentes a bacia do rio Paraná. Um sistema de NOR 

múltipla foi identificado em nossa população coincidente com as oriundas do Rio 

Keller e Rio Mourão reportadas por Kamei (2015) o que possivelmente corrobore 

a ideia de tratarem-se de uma mesma entidade taxonômica. Entretanto, um 

cariótipo com 2n=74 cromossomos foi reportado para a população de 

Hypostomus aff. paulinus proveniente do Rio Piquiri-PR (Bueno et al.,2011) e 

outra sem identificação do local de coleta descrita por  Michelle et al., (1977). Já  

Lorscheider et al. (2015) reporta uma população de H. paulinus, provenientes do 

Rio Mogiguaçu - Pirassununga (SP) pertencente a bacia hidrográfica do Rio 

Mogiguaçu, como portador de 2n=72 cromossomos. Os distintos números 

diplóides e fórmulas cariotípicas registrados para H. paulinus demonstram uma 

grande  complexidade taxonômica nesta espécie sendo necessária uma ampla 
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revisão da mesma, uma vez que possivelmente mais de uma entidade 

taxonômica possa existir sob essa mesma nomenclatura.  

   A maior concentração de Rex1 e Rex3 no genoma das populações de H. 

albopunctatus e Hypostomus aff. paulinus, assim como em H. regani, coincide 

com  regiões heterocromáticas detectadas nos cromossomos, como já 

reportados em outras espécies do gênero, como observado em H. ancistroides, 

H. strigaticeps e H. nigromaculatus (Pansonato-Alves et al., 2013) e em outros 

grupos de Teleostei ( Da Silva et al., 2002; Bouneau et al., 2003; Fischer et al., 

2004; Ozouf-Costaz et al., 2004; Mazzuchelli e Martins, 2009;,Teixeira et al., 

2009; Yano, et al., 2014; Favarato et al., 2016B; Santos et al., 2016). A 

associação entre as marcações de elementos de transposição coincidentes com 

as porções heterocromáticas detectadas principalmente nas regiões 

subterminais e pericentromérica dos cromossomos das três espécies de 

Hypostomus analisadas parece não ser fato aleatório (Valente et al., 2016). 

Diferentes estudos (Pansonato-Alves et al., 2013; Schneider et al., 2013) tem 

apontado semelhante padrão de distribuição desses elementos ao longo dos 

genomas, e atribuem essa característica à função estrutural relacionada a 

manutenção e segregação do material nuclear. Devido ao fato dessas porções 

cromossômicas possuírem baixa frequência de recombinação pelo seu reduzido 

conteúdo gênico, a dinâmica evolutiva dessas sequências favorece o acúmulo 

de repetições após os eventos de transposição, não sendo eliminados pela 

recombinação, assim, satDNAs surgem e contribuem diretamente na ampliação 

de regiões heterocromáticas no genoma, fato denominado de 

heterocromatinização, principalmente pelo fato de ocorrer inserções de 

elementos transponíveis/retrotransponíveis nesses sítios repetitivos (Mestrovic 

et al., 2015). 

 Com frequência, observamos uma inter-relação entre os sinais de 

hibridação das sondas de repetições microssatélites e dos elementos de 

retrotransposição, especialmente quando comparamos as marcações de Rex3 

e a repetição (CA)15 observadas nos cariótipos estudados, como destacado em 

H. albopunctatus e Hypostomus aff. paulinus. Evidências apontam para uma 

possível origem de algumas classes de DNA repetitivo a partir de ETs (Ahmed e 

Liang 2012), sendo observadas sequências repetitivas originadas de um único 
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ETs (Gong et al., 2012; Mestrovic et al., 2015), de diferentes ETs combinados 

(Agudo et al., 1999; Mestrovic et al., 2015) ou ainda de combinações de ETs com 

outras sequências genômicas (Shang et al., 2010; Mestrovic et al., 2015). A co-

localização entre esses elementos pode sugerir uma origem comum entre esses 

elementos repetitivos. Sustentamos nossa hipótese baseados nos dados 

descritos por Ahmed e Liang (2012), que identificaram que cerca de 25% dos 

DNAs satélites (satDNA) presentes no genoma humano são derivados de ETS 

e que, onde sua co-localização cromossômica frequentemente é reportada. 

Outra hipótese a ser testada no futuro pode ser atribuída à presença de 

repetições interna (CA)15 na sequência nucleotídica desses elementos de 

transposição, fato não explorado no presente estudo, uma vez que trabalhamos 

apenas com um fragmento desse elemento e não com sua sequência 

nucleotídica completa. 

 Outra característica interessante observada nos cariótipos em análise 

está relacionada com a maior concentração de repetições microssatélite 

encontradas na região centromérica de cromossomos acrocêntricos das três 

espécies analisadas, principalmente ao que se refere as marcações (CA)15. 

Também coincidentes com blocos de heterocromatina, detectados pelo 

bandamento C, a presença dessas marcações pode fornecer interessantes 

informações sobre a dispersão desses elementos no genoma. O posicionamento 

dos cromossomos dentro do núcleo interfásico durante a meiose poderia facilitar 

eventos de dispersão de sequências repetitivas via recombinação não-

homóloga, especialmente tratando-se de porções centroméricas e 

subteloméricas de cromossomos acrocêntricos, tal como sugerido por Schweizer 

and Loidl (1987) para explicar a dispersão de hetrocromatina. Para essa teoria, 

a conformação dos cromossomos durante a prófase meiótica, onde os 

cromossomos estão ligados através de seus telômeros ao envoltório nuclear 

(conformação de ‘’buquê’’) poderia favorecer a proximidade dos centrômeros, 

principalmente dos acrocêntricos, e assim a similaridade entre as sequências 

repetitivas presentes nessas regiões (ETs e microssatélites) favoreceria a 

recombinação não-homóloga nessas regiões (Adega et al., 2008). 

Por outro lado, o acúmulo de sequências de DNA repetitivo tem sido 

reportado em sítios propensos à rearranjos cromossômicos, dando instabilidade 
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por atuarem como substrato para recombinação não-homóloga ou fissões 

cromossômicas (Cazaux et al., 2011). Autores tem sugerido que essas regiões 

podem se comportar como sítios propensos para quebras cromossômicas 

(fragile breakage model; Peng et al. 2006). Nós encontramos uma relação entre 

o aumento do número de cromossomos acrocêntricos seguido da maior 

frequência de marcações de repetições microssatélites (CA)15 nas regiões 

centroméricas de todos os acrocêntricos de H. albopunctatus. Ao mesmo tempo 

em que a ordens dos eventos não possam ser confirmados com precisão 

(ganhos de sequências repetitivas após fissões versus fissões devido à presença 

dessas sequências), esse acúmulo de sequências repetitivas nas porções 

subterminais desses cromossomos acrocêntricos claramente reforçam o papel 

dos DNAs repetitivos na evolução cromossômica do grupo. A otimização desses 

traços cromossômicos em uma filogenia robusta do gênero pode ser bastante 

resolutiva para uma futura avaliação dessa natureza.  

 

CONCLUSÃO 

Nossas análises citogenéticas contribuem com mais informações acerca 

da evolução cromossômica de Hypostomus, bem como a diversidade cariotípica 

intra-específica neste grupo. A diferença cromossômica, tanto numérica quanto 

estrutural nos espécimes atribuídos a Hypostomus aff. paulinus, levantam a 

questão da necessidade de uma avaliação mais detalhada sobre seu real status 

taxonômico e reforçam a necessidade de uma avaliação mais ampla nesse que 

pode se tratar de um complexo de espécies. Nossos dados fornecem evidências 

da participação dos elementos de retrotransposição (REX1 e REX3) como fonte 

de sequências para a diferenciação do cromossomo 19’ encontrado em H. 

regani, principalmente pelo enriquecimento de Rex3 na região heterocromática, 

que contribuem para a origem deste heteromorfismo. A co-localização entre os 

retrotransposons e microssatélites como constituintes da heterocromatina no 

cariótipo das espécies analisadas, reforçam a hipótese de que essas sequências 

repetitivas, quando presente no genoma, favorecem a diversificação cariotípica 

ao longo da evolução do grupo, tornando o gênero Hypostomus um interessante 

modelo para futuros estudos sobre a dinâmica evolutiva desses elementos 

repetitivos na modulação do genoma das espécies.  
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LEGENDAS DAS FIGURAS 
 

FIGURA 1: Cromossomos metafásicos de H. regani de espécimes portadores do 

cariomorfo A (A, C e E) e do cariomorfo B (B, D e F) submetidos a coloração 

com giemsa (A, B), ao bandeamentos C (C, D) e a coloração com os 

fluorocromos DAPI/CMA3 (E, F). As setas indicam o par heteromórfico 19’. 

 

FIGURA 2: Cariótipos de H. regani de espécimes portadores do cariomorfo A (A 

e C) e do cariomorfo B (B e D) submetidos ao método de FISH com sondas de 

repetições microssatélites (CA)15 (A e B) e (GA)15 (C, D). Em (E) cariomorfo B 

hibridizado com sonda telomérica. Em (F, G) destaque para o par cromossômico 

heteromórfico 19’ e representação esquemática da co-localização dos sinais de 

hibridação com as sondas (CA)15 (F) e (GA)15 (G) na região subterminal dos 

braços longos; (H) Marcação telomérica apenas na região subterminal de ambos 

os cromossomos homólogos do par heteromórfico. 

 

FIGURA 3: Cariótipos de H. regani de espécimes portadores do cariomorfo A (A 

e C) e do cariomorfo B (B e D) submetidos ao método de FISH com as sondas 

dos elementos retrotransponíveis Rex1 (A e B) e Rex3 (C e D). Em destaque, o 

par heteromórfico 19’ e suas marcações (box na direita em B e D). 

 

FIGURA 4: Cariótipos de H. albopunctatus (exemplar 674) submetido a 

coloração com giemsa (A), ao bandeamentos com banda C seguido de 

coloração com iodeto de propídio (B). Note em (B) o par cromossômico portador 

da NOR, detectada pelo método de impregnação pela Prata. Cromossomos 

submetidos à dupla coração com fluorocromos DAPI/CMA3 (C) e ao método de 

FISH utilizando sonda telomérica (D). 

 

FIGURA 5: Cariótipos de H. albopunctatus (exemplar 679) de FISH com sonda 

de microssatélite (CA)15 (A) e (GA)15 (B); Metáfases de FISH com sonda do 

elemento retrotransponível Rex1 (C) e Rex3 (D). 

 

FIGURA 6: Cariótipo de Hypostomus aff. paulinus submetidos a técnica de 

coloração por giemsa (A) e ao bandamento com banda C (B) com destaque para 
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o box contendo os pares da NOR 9, 20 e 28; Metáfase de dupla coloração com 

fluorocromos DAPI/CMA3 (C) com destaque para os pares 13 e 25, que são DAPI 

positivo e para o par 28, sendo este CMA3 positivo; e FISH com sonda telomérica 

(D). 

 

FIGURA 7: Metáfases de Hypostomus aff. paulinus com FISH com sonda de 

microssatélite (CA)15 (A) e (GA)15 (B); FISH com sonda de elemento 

retrotransponível Rex1 (C) com destaque para os pares 7 e 22; e Rex3 (D) com 

destaque para os pares 7, 8, 31 e 32. 
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Figura 1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

44 

 

Figura 2 
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Figura 3 
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Figura 4 
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Figura 5 
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Figura 6 
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Figura 7 

 

 

 

 

 


