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Resumo 

A Ordem Gymnotiformes é composta por 219 espécies válidas, que estão distribuídas 

em cinco famílias. Os gêneros mais investigados são Eigenmannia e Gymnotus. Nosso 

trabalho concentrou-se na família Rhamphichthyidae, gênero Rhamphichthys que, assim como 

os demais Gymnotiformes, apresentam maior abundância e diversidade na região Amazônica. 

Foram realizadas coletas nos municípios de Abaetetuba, Barcarena e Belém (Pará) e em Tefé, 

Reserva Ecológica de Mamirauá (Amazonas), com objetivo de melhor definir as espécies, 

através da integração de dados citogenéticos clássicos, citogenômicos (através das sondas de 

sequências repetitivas de DNA) e do DNA Barcoding e assim compreender a evolução deste 

gênero de peixes na Amazônia. Foram identificados um novo citótipo para o gênero R. 

rostratus com a presença de cromossomos B e fórmula cariotípica FC=48m/sm+2st/a+(5-

10)B,  um novo citótipo da região do Amazonas, Rhamphichthys sp. FC = 44m/sm +6st/a, e 

também de R. marmoratus, FC = 46+4st/a no estado do Pará. A análise das sequências 

repetitivas nos novos citótipos demonstrou que as sondas de 18S são coincidentes com as 

regiões de constrição secundárias que são marcadas com nitrato de prata na técnica de 

coloração clássica da NOR. As sondas de DNA 5S marcam sítios múltiplos, deixando 

evidente que a evolução da família de genes ribossomais ocorre de maneira independente, 

pelo menos no gênero Rhamphichthys. Os retroelementos REX1 e REX3 marcaram de forma 

dispersa pelo genoma, como já foi descrito na literatura para outros peixes. O elemento REX1 

marca ainda a região de constrição secundária em R. rostratus, o que também  já foi descrito 

em outras espécies de peixes que habitam ambientes poluídos, expostos a estresses ambientais 

e também em indivíduos híbridos. A análise de DNA barcoding permitiu a construção de uma 

árvore bayesiana, que está de acordo com os dados de citogenética. Assim, as populações de 

R. rostratus com e sem cromossomos B constituem taxa distintos. Por sua vez, a amostra de 

Mamirauá, aqui denominada Rhamphichthys sp. por não haver sido descrita formalmente, é 

mais similar tanto nos dados cariotípicos como na análise de barcoding a R. hanni do Sudeste 

brasileiro. Nossos dados apontam para um número subestimado de espécies em 

Rhamphichthys, o que reforça a necessidade de uma revisão taxonômica para o gênero.  

Palavras – chaves: Cromossomo B, Retroelementos REX, Rhamphichthyidae, DNA 

Barcoding. 

 

 



 
  

Abstract 

The Order Gymnotiformes is composed by 219 valid species, which are distributed in 

five families. The most investigated genera are Eigenmannia and Gymnotus. Our work 

focused on family Rhamphichthyidae, genus Rhamphichthys that, like other Gymnotiformes, 

present greater abundance and diversity in the Amazon region. Sampling was carried out in 

the municipalities of Abaetetuba, Barcarena and Belém (Pará) and Tefé, Ecological Reserve 

Mamirauá (Amazonas), in order to better define the species, through the integration of 

classical cytogenetic data, cytogenomic analysis (probes for repetitive DNA sequences) and 

DNA Barcoding and thus understand the evolution of this fish in the Amazon. A new 

karyotype was identified for R. rostratus with the presence of B chromosomes and karyotype 

formula FC = 48m / sm + 2st / a + (5-10) B, as well as a new cytotype from the Amazon 

region, in Rhamphichthys sp. FC = 44m / sm + 6st / a, and also in R. marmoratus, FC = 46 + 

4st / a in the state of Pará. The analysis of repetitive sequences in the new cytotypes 

demonstrated that probes 18S coincided with the regions of constriction secondary that are 

marked with silver nitrate in the classical NOR staining technique. The DNA probes 5S mark 

multiple sites, letting clear that the evolution of the ribosomal gene family is independent, at 

least in the genus Rhamphichthys. Retroelements REX1 and REX3 marked in a dispersed 

fashion throughout the genome, as already described in literature for other fishes. The REX1 

element also marks the secondary constriction in R. rostratus, which has also been described 

in other species of fishes that inhabit polluted environments, exposed to environmental 

stresses and also in hybrid individuals. The barcoding DNA analysis allowed the construction 

of a Bayesian tree, which is in agreement with the cytogenetic data. Thus, populations of R. 

rostratus with and without B chromosomes are separate taxa. In turn, the sample from 

Mamirauá, herein called Rhamphichthys sp., since it was not been formally described, it is 

more similar in both karyotypic data as the barcoding analysis with R. hanni from 

southeastern Brazil. Our data let clear that the number of species in Rhamphichthys is 

underestimated, which reinforces the need for a taxonomic revision of the genus. 

Key – words: Chromosome B, REX Retroelements, Rhamphichthyidae, DNA Barcoding. 
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INTRODUÇÃO  

1.1.  CONSIDERAÇÕES GERAIS SOBRE A ORDEM 

GYMNOTIFORMES 

 

A região Neotropical abriga a mais diversa ictiofauna de água doce do mundo, 

composta por aproximadamente 7000 espécies, sendo Ostariophisi o grupo mais 

diverso. Neste, 75% das espécies conhecidas encontram-se distribuídas nas Ordens 

Characiformes, Siluformes, Cypriniformes e Gymnotiformes (Reis et al., 2003; Nelson, 

2006; Oliveira et al., 2007). 

A Ordem Gymnotiformes apresenta 219 espécies formalmente descritas, e este 

número vem aumentando nos últimos anos. Eles se distribuem amplamente pela região 

Neotropical, com registros desde o Sul do México (15° N) até o norte da Argentina (36° 

S), com maior distribuição e diversidade de espécie na Bacia Amazônica. O 

aperfeiçoamento dos métodos de coletas, como por exemplo, a utilização dos detectores 

de peixes elétricos, as novas técnicas de identificação taxonômica e coleta de 

amostragem em ambientes pouco explorados estão possibilitando que novas espécies 

sejam encontradas e descritas (Tagliacollo et al., 2016; Crampton, 2011; Crampton et 

al., 2005; Albert & Crampton, 2003; Alves-Gomes, 1998).  

Os Gymnotiformes são distintos dos outros peixes neotropicais pela sua 

morfologia típica. Seus representantes possuem forma do corpo alongada e lateralmente 

comprimida, nadadeiras dorsal e caudal ausentes (com exceção dos apteronotídeos), 

nadadeira anal bastante longa, órgãos internos compactados na porção anterior do 

corpo, e o ânus localizado na mesma direção da nadadeira peitoral (Figura 1). No 

entanto, a característica mais marcante deste grupo é a presença de um órgão elétrico e 

vários tipos de células sensoriais especializadas (eletrócitos), que permitem a habilidade 

de gerar e detectar potenciais elétricos na água. Esses campos magnéticos servem de 

sinalizações para indicação de parceiros sexuais, obstáculos e defesas (Bullock et al., 

1965; Alves-Gomes, 1998). 
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Figura 1 - Características morfológicas da Ordem Gymnotiformes em um representante da Família 

Apteronotidae (Apteronotus albifrons). Espécime fotografado no Laboratório de Citogenética da UFPA. 

 

Este sistema eletrogênico e eletrosensorial (ESS) (Figura 2), por permitir a 

detecção de campos elétricos concomitantes, sugere que tal característica possibilita os 

Gymnotiformes serem, naturalmente mais ativos à noite, e possuírem uma visão 

ineficiente e pressão predatória reduzida. (Alves-Gomes et al., 1995; Kawasaki et al., 

1996; Nanjappa et al., 2000; Gouvêa et al., 2002; Crampton, 2006).  

A Ordem Gymnotiformes apresentou muitas controvérsias quanto à 

classificação e às relações filogenéticas dos grupo. Dependendo do autor os peixes desta 

Ordem podem ser classificados de cinco a sete famílias: Electrophoridae, Gymnotidae, 

Sternopygidae, Eigenmannidae, Hipopomidae, Rhamphichthydae e Apteronotidae 

variando a constituição de famílias e gêneros (Mago- Leccia, 1994; Alves –Gomes et 

al., 1995; Albert e Campos-da-Paz, 1998).  
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Figura 2 - Figura 2 - Caracterização do órgão de descarga elétrica. Exemplar de Gymnotus mamiraua, 

demonstrando a posição e estrutura do órgão elétrico Crampton (2006). 

 

 

Entretanto, a proposta filogenética mais aceita recentemente é a de Albert e 

Crampton (2005) que corrobora os dados de Albert (2001), que utilizou o método de 

análise de máxima parcimônia (MP) com 249 caracteres entre dados morfológicos e 

moleculares combinados, neste ele incluem todos os dados até então avaliados por 

(Triques, 1993; Gayet et al.,1994; Alves-Gomes et al.,1995; Albert & Fink, 1996; 

Sullivan, 1997; Campos-da-Paz  & Albert, 1998) e sua análise pode ser considerada a 

mais abrangente. O autor propõe que a ordem possui cinco famílias, que a família 

Gymnotidae ocupa a posição mais basal em relação aos outros gymnotiformes e que 

Rhamphichthydae e Hypopomidae formam um grupo monofilético, assim como 

Sternopygidae e Apteronotidae. Sendo, Gymnotidae clado irmão de Rhamphichthydae + 

Hypopomidae, e também de Sternopygidae + Apteronotidae (Figura 3). Recentemente, 

Tagliacollo et al. (2016) vem reafirmar a filogenia do grupo corroborando com estes 

dados já apresentados por Albert (2001).  
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Figura 3 - Filogenia proposta por Albert & Crampton (2005), com modificações na imagem original. 

 

1.2.  A FAMÍLIA RHAMPHICHTHYIDAE 

 

 Os trabalhos publicados até agora sobre a família Rhamphichthyidae Regan, 

1911 assim como os demais Gymnotiformes, são mais intensamente concentrados nas 

áreas de sistemática e taxonomia (Mago-Leccia, 1994; Triques, 1996). Apesar disso, o 

entendimento da diversidade dentro dos gêneros permanece incompleto, estando notória 

a necessidade de uma revisão para o gênero Rhamphichthys (Campos-da-Paz e Paepke, 

1994; Albert e Crampton, 2005; Carvalho e Albert, 2015).  

 A última revisão da literatura foi feita por Triques (1999) onde se determinou 

que a família Rhamphichthyidae é constituída por três gêneros: Rhamphichthys Müller 

& Troschel (1848) com oito espécies válidas, Gymnorhamphichthys Ellis (1912) com 

quatro e Iracema Triques (1996) com apenas uma espécie descrita (Triques, 1996; 

Albert & Crampton, 2005). Foi descrita a espécie Rhamphichthys helios (Carvalho e 

Albert, 2015), aumentando para nove o número de espécies válidas para a família 

Rhamphichithyidae. A taxonomia da família ainda é pouco entendida, se comparado a 

outros Gymnotiformes, devido a dúvidas em relação aos limites entre espécies, já que 

seus exemplares apresentam variações tanto em sua natureza intraespecífica quanto 
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interespecífica. Todos os trabalhos de filogenia de Gymnotiformes concordam que 

Rhamphichthyidae é grupo irmão de Hipopomidae (Alves-Gomes, 1998; Albert, 2001; 

Albert & Crampton, 2005). 

Segundo Mago-Leccia (1994) Rhamphichthys se distingue por apresentar 

focinho longo e tubular, ausência de dentes nas maxilas, câmara anterior da bexiga 

natatória vestigial e encerrada numa cápsula óssea e também mais de 300 raios na 

nadadeira anal (Figura 4). É entre os Gymnotiformes adultos, o que apresentam o 

segundo maior tamanho corporal, chegando a um metro de comprimento, perdendo em 

comprimento somente para as enguias elétricas da amazônica, conhecidas 

popularmente, como poraquê (Santos et al, 2004). Apresentam descargas do órgão 

elétrico em forma de pulso que são utilizados para forrageio, eletrolocalização e 

reconhecimento de parceiros sexuais (Nanjappa et al., 2000; Gouvêa et al., 2002; 

Ferraris, 2003). São animais filtradores que nadam pouco e se encontram durante o dia 

parados no substrato (Triques, 2005; Albert & Crampton, 2005). Assim como os demais 

Gymnotiformes, Rhamphichthys se apresenta em maior abundância e número de 

espécies na Bacia Amazônica (Crampton,1998; Albert, 2001; Albert & Crampton, 

2005). 

 

 

Figura 4 - Representante da Família Rhamphichthyidae pertencente ao gênero Rhamphichthys. Registro 

de espécimes coletados pela equipe de peixe do Laboratório de Citogenética – UFPA. 
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1.3.  A CITOGENÉTICA E OS GYMNOTIFORMES 

 

Os Gymnotiformes são um grupo de peixes altamente interessante como objeto 

de estudo, devido a sua alta variabilidade cromossômica associada a sua conservação 

morfológica. Estas características sugerem a existência de espécies crípticas, como já 

proposto para o gênero Gymnotus por Milhomem et al. (2008). Portanto é de grande 

importância a análise citogenética tanto no que se refere ao número diploide e 

morfologia cromossômica quanto para a localização de Regiões Organizadoras de 

Nucléolos (NORs), distribuição da heterocromatina (DNA altamente repetitivo), já que 

tais características podem ser consideradas como marcadores populacionais em espécies 

de peixes, fornecendo dados citotaxonômicos que auxiliem na identificação das espécies 

e até mesmo separar espécies muito semelhantes morfologicamente, além de poder 

propor espécies ainda não descritas ou detectar variações cromossômicas populacionais, 

sendo possível fazer inferências de grupos conservativos e não conservativos (Silva et 

al., 2008; Milhomem et al., 2007; Fernandes et al., 2005; Pieczarka & Mattevi, 1998). 

Existem poucos estudos citogenéticos sobre este grupo. Segundo Oliveira et al. 

(2009) apenas 48 espécies dessa ordem já tem seu cariótipos descritos, mas nos últimos 

anos o número de publicações vem aumentando, e demonstram que a ordem 

Gymnotiformes apresenta grandes diferenças em relação ao número de cromossomos e 

sua estrutura (Artoni et al., 2000). Esta diversidade cariotípica pode ser demonstrada 

com a variação do número diploide de 2n = 24 em Apteronotus albifrons 

(Apteronotidae) (Almeida-Toledo, 1981) a 2n = 54 em Gymnotus carapo, G. mamiraua, 

G. paraguensis (Gymnotidae), tendo também sido descrito um triploide de G. carapo 

com 2n = 81 cromossomos (Milhomem et al., 2007; Lacerda & Maistro, 2007; 

Fernades-Matiolli et al., 1998a; Foresti et al., 1984). 

Os gêneros Gymnotus e Eigenmannia são os mais estudados citogeneticamente 

até o presente e apresentam grande diversidade cromossômica. Além da variação 

morfológica e numérica de cromossomos, foi também relatada a presença de sistemas 

sexuais do tipo XX-XY com heterocromatinização do X e do tipo ZZ-ZW em E. 

virescens em populações precedentes da Bacia Amazônica e da Bacia do Rio São 

Francisco (MG), ambas as populações apresentaram 2n= 38 cromossomos, onde a 

primeira apresentou o macho como par heterogamético, caracterizando o sistema sexual 

XX/XY e na segunda população as fêmeas apresentaram um par heterogamético, 

caracterizando um mecanismo sexual ZZ/ZW (Almeida-Toledo et al., 2001; Almeida-
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Toledo et al., 2002; Silva et al., 2009) Além, de relatos de cromossomos sexuais 

múltiplos em representantes de três famílias de Gymnotiformes: Brachyhypopomus 

pinnicaudatus, que apresenta 2n= 42 para fêmeas e 2n= 41 para machos. Os 

cromossomos da fêmea são todos acrocêntricos e do macho 41 acrocêntrico e 1 

metacêntrico. O sistema múltiplo de cromossomos sexuais (X1X1X2X2/ X1X2Y) se 

origina por translocação Robertsoniana (Hypopomidae) (Almeida-Toledo et al., 2000a); 

Eigenmannia sp. (Almeida-Toledo et al., 2005); E. virescens (Almeida-Toledo et al., 

2000b) (Sternopygidae) e Gymnotus carapo (Gymnotidae) (Silva & Margarido, 2005). 

Portanto, a grande variação cariotípica presente nos demais Gymnotiformes, 

leva a crer que a família Rhamphichthyidae possa apresentar variações cromossômicas 

significativas. Entretanto, dados citogenéticos na família Rhamphichthyidae são 

exíguos, havendo apenas uma descrição formal na literatura por Almeida-Toledo, 1978 

(in Oliveira, 1988) sobre a espécie Rhamphichthys cf. pantherinus com 2n = 52 (38m 

+10sm+ 4st) proveniente de Humaitá (AM). Contudo é provável que a espécie tenha 

sofrido um erro de classificação taxonômica, pois não há a confirmação de tal espécie 

dentre as validadas para o gênero Rhamphichthys. Pode-se supor que Rhamphichthys cf. 

pantherinus e Gymnotus pantherinus sejam provavelmente sinônimos por apresentarem 

o mesmo número diplóide 2n= 52 e fórmula cariotípica semelhante (38m + 8sm + 

6st/a).  

A espécie Rhamphichthys hahni com 2n = 50 e fórmula cariotípica (20m + 

24sm + 6a) é caracterizada por Mendes et al., (2012). Duas outras espécies 

Rhamphichthys marmoratus (44m/sm + 6a) e Rhamphichthys rostratus (42m/sm+ 8a) 

oriundas da Bacia Amazônica também foram caracterizadas com 2n = 50 (Silva, 2013).  

Estes dados sugerem conservação do número diploide para a família 

Rhamphichthyidae e corroboram com os dados encontrados por Cardoso et al. (2011), 

no qual considera tal característica como sinapomorfia para a superfamília 

Rhamphichthyoidea.  
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Figura 5 - Árvore filogenética com dados cromossômicos baseada em Albert (2001) (a); Árvore 

filogenética com dados cromossômicos baseada em Alves-Gomes et al. (1995) e Sullivan, 1997 (b). 

Imagem retirada de Cardoso et al. (2011). 

 

1.4.  CROMOSSOMOS SUPRANUMERÁRIOS, CROMOSSOMOS B OU 

CROMOSSOMOS EXTRAS 

 

Cromossomos B são reconhecidos como dispensáveis, por serem adicionais e 

geralmente morfologicamente distintos dos cromossomos do complemento A. Podem 

ser encontrados em todos os grupos taxonômicos e apresentam um padrão evolutivo 

independente dos demais cromossomos, não seguindo um padrão mendeliano de 

herança (Camacho et al., 2000). 

Entretanto a visão tradicional que provavelmente sua origem se dá a partir do 

complemento A ainda é bem aceita, pois estes cromossomos extras podem ter origem 
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em uma série de maneiras, incluindo a derivação de cromossomos autossomos e 

cromossomos sexuais de forma intra-específica, através da ocorrência de mecanismos 

como fragmentação de cromossomos e amplificação de regiões pericentroméricas 

fragmentadas. Sua evolução molecular posterior se assemelha ao de cromossomos 

sexuais, que envolve o silenciamento de genes, heterocromatinização e o acúmulo de 

DNA repetitivo e transposons. Estes eventos fazem com que estes cromossomos possam 

se apresentar em números variados na mesma espécie (Camacho et al., 2000). 

Estes cromossomos extras podem apresentar diferentes morfologias: 

metacêntricos, submetacêntricos, acrocêntricos e microcromossomos. Podem apresentar 

composição genômica diversificada dependendo de sua origem, pois geralmente são 

relatados como ricos em sequências repetitivas de DNAs satélites e sequências 

teloméricas que lhes confere estabilidade no ciclo celular, dependendo da possível 

origem intra ou interespecífica. Além da origem intraespecífica eles podem surgir de 

forma interespecífica por cruzamentos de espécies próximas (Beukeboom, 1994;  

McAllister e Werren, 1997). A presença destes cromossomos pode se diferenciar de 

acordo com a distribuição geográfica da espécie, como demonstrado nos estudos com o 

gafanhoto Eyprepocneudamis plorans (Camacho, 2005).  

Uma dos primeiros trabalhos de descrição de cromossomos B em peixes 

neotropicais foi feito por Pauls e Bertollo (1983), onde carcterizaram os 

supranumerários encontrados na espécie Prochilodus lineatus. 

Em peixes neotropicais estes cromossomos supranumerários já foram 

encontrados em 61 espécies, distribuídas em 16 famílias de 7 bacias hidrográficas 

distintas. Destas, a Ordem Characiformes apresenta 31 espécies distribuídas em seis 

famílias: Anostomidae, Characidae, Crenuchidae, Curimatidae, Parondontidae, 

Prochilodontidae (Carvalho, 2008; Sampaio et al., 2011). Na literatura, somente uma 

espécie da Ordem Gymnotiformes, Apteronotus albifrons, oriundo da Bacia do Paraná, 

tem registrado a presença de cromossomos B (Mendes et al., 2012). 

Porto et al., (2010) estudando a subfamília Loricariinae da Ordem 

Siluriformes, encontrou na espécie Rineloricaria pentamaculata a variação do número 

diploide 2n= 56 a 59, devido a presença de 0-3 microcromossomos B do tipo 

acrocêntricos totalmente heterocromáticos, sendo esta variação numérica tanto inter, 

quanto intra- individual, sugerindo que estes microcromossomos são fragmentos 

oriundos de rearranjos cromossômicos. 
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Atualmente as pesquisas relacionadas à citogenética de peixes se baseiam em 

investigações sobre a composição e origem dos cromossomos B através de sondas de 

sequências repetidas de DNA que sejam capazes de demonstrar a composição genômica 

das espécies (Voltolin, 2012; Pansonato-Alves et al., 2014; Silva et al., 2014). 

Fantinatti (2011), analisando por citogenética clássica e molecular o cariótipo 

de Haplochromis obliquidens (Perciformes- Cichlidae) encontrou a variação de 1 a 2 

cromossomos B. Análises de citogenômica envolvendo hibridização in situ fluorescente 

(FISH) utilizando sondas de elementos transponíveis, frações genômicas de DNA 

altamente repetitivos (Cot- 1 DNA) e genoma total (Comparative Genomic 

Hybridization- CGH), junto à análises morfológicas sugere que os portadores de 

cromossomos B apresentam uma provável vantagem adaptativa, pois os indivíduos que 

são portadores do cromossomo B apresentam uma menor variação morfológica, e as 

fêmeas escolhem os machos pelo caráter visual. A análise de sondas de DNA repetitivo 

evidenciou similaridades com o primeiro par cromossômico, sugerindo a provável 

origem do complemento A. 

Silva et al. (2014) investigaram a origem do cromossomos B em Astyanax 

paranae, e através da produção de sondas específicas de cromossomos B verificaram 

que ele se tratava de um isocromossomo, pois a técnica de FISH revelou a presença de 

sequências de DNA do cromossomos B ao longo de todo o cromossomo 

supranumerário e a presença da histona H1 e os genes 18S DNAr, dispostos de forma  

simetricamente em ambos os braços cromossômicos. 

Os avanços das técnicas de biologia molecular e o advento do sequenciamento 

Next Generation possibilitou Valente et al., (2014) sequenciar genomas completos de 

peixes ciclídeos da espécie Astatotilapia latifasciata com e sem B e através da 

microdisecção destes cromossomos supranumerários foram feitas sondas para estudar a 

origem e a composição destes cromossomos. Foram verificados que eles apresentam 

milhares de sequências de DNA duplicadas, que tiveram sua origem em um cariótipo 

ancestral. Embora tenha sido verificado que a maioria dos genes dos cromossomos B 

estavam fragmentados, alguns genes encontravam-se intactos e com evidencia de que 

pelo menos três deles estavam transcricionalmente ativos. 

Assim Valente et al., (2014) concluiram que a origem do cromossomos B em 

Astatotilapia latifasciata se deu a partir dos cromossomos autossomos de cariótipos 

ancestrais, já que as sequencias provenientes incluem genes codificadores de proteínas e 

elementos transponíveis, sendo sugerido que estes genes intactos em B estejam 
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envolvidos na organização de microtúbulos e na formação do cinetócoro, sendo 

essenciais para o desenvolvimento normal do ciclo celular. 

 

1.5.  UTILIZAÇÃO DA BIOLOGIA MOLECULAR COMO MÉTODO DE 

IDENTIFICAÇÃO DAS ESPÉCIES: “DNA BARCODING” 

 

O DNA Barcoding é uma proposta de identificação de espécies através do 

sequenciamento de um pequena região de um gene mitocondrial. O gene da subunidade 

I do Citocromo C oxidase (COI) foi eleito como a sequencia “barcoding” para os 

animais, se tornando uma abordagem inovadora e eficaz para ser utilizada por 

especialistas ou não na identificação de espécies animais (Hebert  et al., 2003a; Hebert  

et al., 2003b; Hebert  et al., 2004a; Hebert  et al., 2004b). 

O COI é uma proteína transmembrana composta por muitas subunidades de 

origem nucleares e três subunidades de origem mitocondrial I, II e III. Esta proteína é 

altamente conservada entre as espécies e desempenha a fosforilação oxidativa do 

metabolismo (Waugh, 2007). O barcoding dos animais compreende um fragmento de 

648 pares de bases do gene COI, onde inserções e deleções são raras (Blaxter, 2004),  

além de oferecer vantagens do DNA mitocondrial, como herança predominantemente 

materna, baixo polimorfismo, ausência de recombinação gênica e baixas taxa de 

mutação. Este fragmento tem se mostrado eficiente em diferentes grupos taxonômicos 

de animais (Hebert  et al., 2003a; Hebert  et al., 2003b; Hebert  et al., 2004a; Hebert  et 

al., 2004b; Ward et al., 2005; Smith et al., 2005; Witt et al., 2006). 

O uso do DNA barcoding teve grande expressão a partir de 2004 com a criação 

do “Consortium for the Barcode of Life (CBOL)” que teve como objetivo criar um 

banco de dados de códigos de barra, sequências parciais de DNA do gene Cox1, onde é 

possível comparar com sequências já disponíveis e facilitar o processo de automação da 

identificação das espécies, através do site www.barcoding.si.edu, tornando assim 

acessível à comunidade científica. 

Esta metodologia vem sendo empregada para identificar espécies de forma 

satisfatória, em espécimes em diferentes estágios do ciclo de vida, e ainda em casos de 

espécies crípticas (Waugh, 2007). 

Pazian et al., (2012) demonstraram por estudos através da técnica da 

investigação dos genes COI e Cyt B, integrados à citogenética molecular, que os 
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indivíduos das espécies Piabina argentea e Piabina anhembi do gênero Piabina (Ordem 

Characiformes), coletados nas bacias do Paranapanema e Tietê, apresentaram diferenças 

citogenéticas. Os espécimes da espécie Piabina argentea apresentaram distâncias 

genéticas significativas pela análise do DNA barcoding, levando a sugerir que se 

tratavam de três grupos distintos, ou seja,  a distância genética apresentada sustentou a 

conclusão de que estas amostras são unidades taxonômicas distintas. 

Silva et al., (2014) confirmaram através da análise do DNA barcoding o 

monofiletismo existente entre as espécies de Hipancistrus zebra e Hipancistrus  

debilitera e, apesar da macroestrutura cariotípica demonstrar um padrão conservado 

para a tribo Ancistrini, as investigações em nível molecular revelam um caráter bastante 

dinâmico nas sequências de rDNA 18S e 5S, além da presença dos elementos 

transponíveis Rex-3 tanto em  regiões eucromáticas quanto em regiões 

heterocromáticas, sugerindo que estes fatores em conjunto podem ser os responsáveis 

por esta grande variedade de colorações apresentada por estes peixes ornamentais. 

Cardoso et al. (2015) analisando a espécie Electrophorus electricus 

encontraram variações cariotípica nos espécimes das três localidades pesquisadas na 

região amazônica, porém a análise do DNA barcoding demonstrou que as variações 

cariotípicas diferenciam somente populações, pois provavelmente ainda não houve 

tempo suficiente para o acúmulo de divergência do gene COI, para que estas populações 

possam ser consideradas espécies  distintas. 

No presente trabalho a metodologia do DNA barcoding vai ser utilizada como 

ferramenta para a investigação de espécies crípticas ou até mesmo novas espécies do 

gênero Rhamphichthys, pois o mesmo precisa passar por revisões taxonômicas, e em se 

tratando de Gymnotiformes, em que o número de novas espécies vem aumentando 

significativamente, esta técnica molecular pode ser uma grande aliada da citogenética, 

para identificá-las.  

1.6. O DNA REPETITIVO COMO FERRAMENTA DE COMPREENSÃO 

DO GENOMA DOS PEIXES 

 

Na maioria dos organismos, a região composta por DNA repetitivo 

corresponde uma fração considerável do genoma da espécie, podendo representar mais 

de 80% do seu tamanho e apresentar alta variabilidade. Esta característica também 
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implica em variação no tamanho do genoma das espécies, devido ao acúmulo destas 

sequências repetidas (Charlesworth et al., 1994; Gregory, 2005; Plohl et al., 2008). 

O DNA repetitivo pode ser definido como segmentos de DNA que se repetem 

em milhares de vezes no genoma, podendo ter uma função definida, ou seja, uma 

sequência codificante, ou ainda como uma sequência de DNA não codificante, que se 

encontra dispersa no genoma ou repetida em tandem (Griffiths et al., 2006). Entre as 

sequencias repetitivas codificantes podemos citar entre os mais estudados, que são as 

famílias multigênicas ribossomais do rDNA 45S, 18S e 5S. Já em relação aos 

repetitivos não codificantes, eles podem estar organizados em tandem no genoma, como 

o DNA satélite, os microssatélites, e os minissatélites ou ainda dispersos, como é o caso 

dos elementos transponíveis (Kedes, 1979; Flavel, 1986; Prokopowich et al., 2003; 

Nagoda et al., 2005). 

Apesar do avanço das pesquisas, ainda não se sabe ao certo a função destes 

DNA repetitivos, porém costumam estar relacionados à organização estrutural e 

funcional do genoma, já que foi sugerido na literatura o envolvimento dessas sequências 

em eventos de recombinação (Biet et al., 1999),  de expressão gênica (Liu et al., 2001) e 

também podem estar envolvida em eventos de rearranjos cromossômicos, como 

deleção, duplicação, translocação reciproca e inversões (Kidwell, 2002). Acredita-se 

também que estas sequências desempenham funções cruciais de manutenção e 

propagação do material genético nuclear, já que elas estão presentes nos segmentos de 

centrômeros e telômeros de cromossomos de eucariotos. Elas também são úteis nas 

investigações sobre a origem e evolução dos cromossomos sexuais e cromossomos B 

(Csink e Henikoff, 1998; Martins et al., 2004; Mazzuchelli e Martins, 2009; Voltolin 

2012). 

Neste sentido, podemos verificar a presença dessas sequências repetidas em 

regiões heterocromáticas que estão nas regiões centroméricas e pericentroméricas dos 

cromossomos mitóticos, onde proteínas se ligam por afinidade a essas regiões 

orientando a movimentação cromossômica no ciclo celular (Csink e Henikoff, 1998). 

Entretanto, já foram observadas estas sequências também em regiões de eucromatina, 

mas parecem trazer prejuízos às regiões gênicas sendo, portanto, eliminadas por pressão 

seletiva (Deininger et al., 2003). 

Os DNAs satélites podem se apresentar de diferentes formas no genoma: as 

sequências de DNAs satélites apresentam em torno de 100 - 300 pares de bases, de 

natureza altamente repetitiva, que se encontra principalmente em regiões centroméricas 
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e teloméricas estas sequências são utilizadas para a investigação de rearranjos 

cromossômicos. Os minissatélites, também conhecidos como VNTR possuem de 10-60 

pares de bases, e se classificam como sequências moderadamente repetitivas, como 

exemplo as regiões teloméricas, que costumam ser usadas em técnicas como a técnica 

de fingerprint, em mapeamentos genéticos e investigações de estudos de genética de 

populações. As sequências de microssatélites são pequenas regiões repetitivas, que 

costumam variar de 1-5 pares de bases, sendo altamente polimórficas e encontradas de 

forma dispersa nos genomas e geralmente são utilizadas com a finalidade de 

investigações forenses, criminais e de paternidade. 

Devido às inúmeras investigações feitas a cerca destas sequências repetidas do 

DNA, Martins et al. (2006) propõem que a evolução do genoma espécies esteja 

relacionada à sua aquisição. Mas, que apesar do conhecimento de estrutura, função e 

composição dos cromossomos, e até mesmo após o conhecimento do genoma total das 

espécies, muitas questões ainda estão obscuras por não conseguirem ainda responder 

indagações, como sua posição exata devido os “gaps” em sequenciamentos, seus 

rearranjos e o número exato de cópias no genoma. 

Apesar de estudos genéticos e citogenéticos moleculares relacionados a 

sequências repetitivas serem frequentes, as pesquisas relacionadas aos peixes 

neotropicais ainda são restritas diante do número de espécies existentes. Entretanto, com 

o advento da técnica de Hibridização In Situ Fluorescente (FISH) permitiu que essas 

sequências sejam localizadas em núcleos interfásicos e cromossomos metafásicos, 

propiciando o mapeamento físico de muitas destas sequências, que acabam por servir 

como marcadores populacionais, trazendo informações adicionais a diversidade e 

evolução da nossa ictiofauna (Mazzuchelli e Martins, 2009; Cioffi, 2011). As análises 

dessas sequencias repetitivas vem sendo muito utilizadas em grupos de peixes, já que 

estão auxiliando na identificação de homeologias cromossômicas, diversificação de 

cromossomos sexuais e origem de cromossomos B (Vicari et al., 2010). 

O mapeamento físico dos DNA ribossomais, em especial o rDNA 5S e 18S, 

que são sequências que codificam o RNA ribossômico dispostas em tandem, vêm sendo 

utilizadas com grande frequência por estudos citogenéticos de peixes neotropicais 

(Martins & Galleti, 1999; Souza et al., 2001; Vicenti et al., 2001; Almeida- Toledo et 

al., 2002; Mantovanni et al., 2005; Fernandes & Martins-Santos, 2006; Martins et al.  

2006;  Rosa et al., 2006; Vicari et al., 2006; Ferreira et al., 2007; Lui et al., 2001; 

Garcia et al., 2010; Blanco et al., 2012; Mariotto et al., 2011; Pansonato- Alves et al., 
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2011; Nakajima et al., 2012; Scacchetti et al., 2012) por auxiliarem em esclarecimentos 

de problemas taxonômicos, biogeográficos e filogenéticos. 

A utilização de sondas teloméricas com repetições em tandem em vertebrados 

(TTAGGG)n, também vem demonstrando grande importância, porque é capaz de 

detectar rearranjos cromossômicos, principalmente as fusões cêntricas recentes, com as 

indicações de marcações intersticiais teloméricas (ITS- Interstitial  telomeric sequence) 

(Slijepcevic, 1998; Milhomem et al., 2008). 

Outra classe de DNA satélite que vem sendo explorada nos estudos evolutivos 

de peixes é o Bkm (Banded Krait Minor), que apresenta como principal componente de 

repetição o tetranucleotídeo (GATA)n, foi descrito primeiramente por Epplen et al. 

(1988) e parece estar relacionado a determinação e evolução dos cromossomos sexuais. 

Mestriner et al., (2000) identificaram um DNA satélite 59% rico em AT no 

genoma de A. scabripinnis, com unidades monoméricas de 51pb, denominado As51. 

Eles demonstraram por FISH que este DNA repetitivo estava presente, principalmente, 

em regiões de heterocromatina distais, em algumas NORs (regiões organizadoras de 

nucléolo) e também no isocromossomos B da espécie. A análise desses resultados 

demonstrou a natureza intraespecífica do cromossomos B e também que a região do 

DNA satélite As51 passou por amplificações em ambos os braços do isocromossso B. 

Em se tratando de DNA repetitivo disperso, em sua maioria são formados por 

elementos transponíveis (TEs), que têm a capacidade de mover de um local para o outro 

dentro do genoma. A Subclasse I (Retrotransposons) se utiliza da enzima transcriptase 

reversa para operar seu mecanismo de transferência replicativo (“copia e cola”), 

presente no RNA intermediário. Já a subclasse II, se utiliza da enzima transposase, que 

por sua vez está ausente no RNA intermediário, e utiliza como mecanismo de 

transferência a  autoduplicação (‘recorta e cola”) (Sczepanski, 2008; Kidwell, 2002). 

No genoma de peixes, já foram relatados a presença de transposons e 

retrotransposons. Muitos deles também são encontrados em anfíbios e alguns 

invertebrados, provavelmente adquiridos por transferência horizontal, existindo relato 

de pelo menos 12 classes de retrotransposons que foram identificados em peixes e 

também em anfíbios. As espécies Takifugu rubripes e Tetraodon nigroviridis que são 

espécies modelos apresentam de 3 a 4% do seu genoma representado por transposons 

(Aparicio et al., 2002; Volff et al., 2003; Jaillon et al., 2004). 

Os elementos transponíveis que vem sendo bastante utilizado nas pesquisas de 

genética de peixes são os retroelementos que compõem a família dos REX, sendo eles 
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REX1, REX 3 e REX6, que geralmente são encontrados de maneira dispersa ao longo 

do cromossomo, mas também é frequentemente encontrado uma maior concentração 

dos elementos REX 1 e REX 3, em regiões centroméricas, pericentroméricas e também 

nas regiões de blocos de heterocromáticos (Ribeiro, 2013; Schineider et al., 2013; Silva 

et al., 2014). 

 Entretanto, Blanco (2012) relata que em suas análises com os retroelementos 

da família REX em sete espécies de loricarídeos do gênero Harttia, apesar de estarem 

dispersos ao longo dos cromossomos como costumam ser encontrados, ocorrem tanto 

em regiões eucromáticas quanto em heterocromáticas, demonstrando que neste caso eles 

não devem estar relacionados aos rearranjos cromossômicos, mas sim com atividades de 

regulação gênica. 

Em Characifomes, Borba (2013) investigou a ocorrência dos retroelementos da 

família REX em seis espécies do gênero Leporinus, não sendo identificado, em 

nenhuma destas espécies, o elemento REX6. A Análise FISH usando REX1 detectou 

diferentes padrões de distribuição em L. elongatus, L. macrocephalus, e L. Obtusidens, 

onde estes elementos se encontraram mais concentrados nas regiões terminais, e 

dispersos nas outras duas espécies. Além disso, foram detectados sinais intersticiais de 

REX 1 e 3 no cromossomo W destas três espécies já citadas, sugerindo que estes 

elementos transponíveis surgiram provavelmente em diferentes momentos durante a 

evolução destas espécies. Também foi relatado por Yano et al., (2014) a presença de 

sinais de hibridização de REX 3 co –localizadas com o DNAr 5s no cromossomo 27, 

enquanto os Rex1 e 6, distribuiram-se de maneira dispersa e diferente do que já relatado 

em literatura que envolvam a temática de cromosomos sexuais, nenhuma destas 

sequências parecem compor o  neo –Y de  Erythrinus erythrinus. 

Neste trabalho, a investigação das sequencias repetidas DNA satélite rDNA 5S 

e 18S, e destes retroelementos REX 1 e REX3 foram realizados com objetivo de melhor 

caracterizar as espécies crípticas do gênero Rhamphichthys, que possibilitará um melhor 

entendimento da composição genômica dos cromossomos B que estas espécies 

apresentam. Esta é uma investigação pioneira para a família Rhamphichthyidae, que até 

o momento apresenta somente três espécies cariotipadas das oito que compõem a 

família.  
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OBJETIVOS 

1.7. GERAL 

 

Caracterizar o cariótipo do gênero Rhamphichthys de duas populações da bacia 

Amazônica, almejando compreender os mecanismos de evolução cromossômica que 

atuaram na diversificação das espécies, compreender a possível origem e composição do 

cromossomo B, e através da investigação das sequências repetitivas de DNA 

diagnosticar a diversidade genômica e possíveis rearranjos cromossômicos envolvidos 

neste evento, auxiliando na possível elucidação de problemas taxonômicos do grupo. 

 

1.8.  ESPECÍFICOS 

 

a) Caracterizar através da citogenética clássica e molecular as espécies da família 

Rhamphichthyidae de diferentes populações da Bacia Amazônica. 

b)  Fornecer dados cariotípicos que possam auxiliar no esclarecimento da 

diferenciação e evolução cromossômicas dessas espécies, contribuindo também 

para um melhor entendimento das relações de parentescos desse grupo. 

c)  Fazer uma análise comparativa intra e interespecífica entre as populações 

através das características do cariótipo, assim como por distribuição das bandas 

e identificar possíveis rearranjos cromossômicos. 

d) Utilizar o  DNA Barcoding como uma ferramenta da biologia molecular para 

diferenciar indivíduos identificados como mesma espécie. 

e) Utilizar a técnica de FISH (Hibridização In Situ Fluorescente), com sequências 

repetitivas de DNA, para que possamos identificar a possível composição 

genômica do cromossomo B, e comparar as similaridades entre genomas de 

espécies diferentes. 
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3. CAPÍTULO I:  

INTEGRAÇÃO DA CITOGENÉTICA COM DNA BARCODING 

IDENTIFICA OCORRÊNCIA DE NOVOS CITÓTIPOS EM 

RHAMPHICHTHYS (GYMNOTIFORMES).  

Patrícia Corrêa da Silva
1, 4

, Cleusa Yoshiko Nagamachi 
1,2

 Jonathan Stuart Ready
1,3

, 

Wilsea Maria B. Figueiredo-Ready
1,3

, Ana Claudia Guimarães Rocha
1,5

, Julio Cesar 

Pieczarka
1,2

. 

1
Universidade Federal do Pará, Instituto de Ciências Biológicas, Av Perimetral, SN. 

Guamá. 66075-900. Belém, Para, Brazil. 
2
CNPq Pesquisador(a), Belém, Brazil. 

3
 

Pesquisador(a) Instituto Estudos Costeiros –Bragança, UFPA 
4 

Bolsista CNPq 

Programa de Genética e Biologia Molecular. 
5
 Bolsista de Mestrado do Institutos de 

Estudos Costeiros UFPA-Bragança. 

Autor correspondente Julio Cesar Pieczarka (juliopieczarka@gmail.com) 

Resumo 

O gênero Rhamphichthys (Gymnotiformes) é encontrado em maior abundância e 

diversidade na Bacia Amazônica, apesar de estar presente em toda a região 

Neotropical. Ainda há incerteza sobre o status taxonômico de muitas espécies e 

populações, devido à sua relativa raridade em coleções, bem como sua similaridade 

morfológica, demonstrando a necessidade de mais ferramentas para o auxilio na 

identificação de novas espécies. Os espécimes aqui investigados foram coletados na 

Bacia Amazônica, no Rio Guamá (Belém e Barcarena), Rio Caripetuba e Rio 

Anequara (Abaetetuba) e depositados na coleção do Museu Paraense Emílio Goeldi. 

A análise de DNA Barcoding permitiu identificar os limites entre as espécies e a 

relação de parentescos e similaridades das amostras. Este resultado é confirmado 

pela análise citogenética, pois foram encontrados dois novos cariótipos, com 

fórmulas cariotípicas diversas. Dentre os citótipos encontrados, um dos cariótipos 

apresentou ainda cromossomos B, com número variável de 5 a 10 cromossomos, o 

que diferencia ainda mais os cariótipos das espécies. A integração dos dados 

citogenéticos com os de DNA Barcoding foi importante para a confirmação dos 

novos taxa e para o entendimento da evolução filogenética do gênero.  

 

Palavras – chaves: Citogenética, Cromossomo B, Rhamphichthys, DNA Barcoding.  
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Introdução  

A família Rhamphichthyidae (Gymnotiformes) tem sido objeto de estudo 

principalmente em trabalhos de filogenia, apesar de ser taxonomicamente pouco 

conhecida (Alves-Gomes 1998, Albert 2001, Albert & Crampton 2005). O gênero 

Rhamphichthys tem como características morfológicas um corpo longo, maior que 

50 centímetros de comprimento e em torno de 300 raios em sua nadadeira anal, com 

relativa raridade em coleções, tendo sido descritas quatro novas espécies nos últimos 

anos (Triques 1999, Carvalho and Albert 2015). Ainda há incerteza sobre o status 

taxonômico de muitos taxa, o que é parcialmente resultado da similaridade 

morfológica entre as espécies em termos de padrão de cor e habitat (Reis, 2003). 

Isso é problemático, pois o gênero, no momento, apresenta um número subestimado 

de espécies, já que estes peixes apresentam baixa densidade amostral e em analises 

taxonômicas é possível que a variação ontogenética confunda as analises 

morfológicas (Crampton, 2011; Crampton et al., 2005; Albert & Crampton, 2003; 

Alves-Gomes, 1998). Estes dados reforçam a demonstram a necessidade de outras 

ferramentas além da morfologia para a identificação de novas espécies, sendo 

importante uma revisão taxonômica para o grupo (Campos-da-Paz and Paepke 1994, 

Albert and Crampton 2005, Milhomem et al, 2008, Carvalho and Albert 2015). 

Porém o gênero apresenta poucos estudos em relação a marcadores alternativos à 

morfologia, pois apenas três espécies foram analisadas citogeneticamente (Mendes 

et. al 2012; Silva et. al 2013) e nenhuma foi estudada por DNA Barcoding. Neste 

trabalho obtivemos dados citogenéticos e DNA Barcoding para espécies do gênero 

Rhamphychthys. Os resultados demonstram que na região Amazônica existe um 

novo citótipo para a espécie classificada como Rhamphichthys rostratus. Este novo 

citótipo apresentou variação do número de cromossomos B, nova fórmula 

cariotípica, além da diferenciação de marcadores citogenéticos clássicos e 

moleculares. A existência de mais de uma espécie também foi confirmada na árvore 

gerada pelo DNA Barcoding.  

 

Material e Métodos 

Os espécimes de Rhamphichthys foram coletados na Bacia Amazônica, nos rios 

Guamá (Belém) Arienga (Barcarena), Caripetuba e Anequara (Abaetetuba), tendo 
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seus representantes depositados na coleção do Museu Paraense Emílio Goeldi 

(MPEG) (Tabela 1, Figura 1). Os exemplares foram classificados por Carlos David 

Canabarro Machado de Santana, MPEG.  

O DNA foi extraído, amplificado e sequenciado em ambas as direções seguindo o 

protocolo padrão CBOL com adaptações para tornar as reações mais eficientes para 

os Gymnotiformes (Figura 2). A árvore bayesiana gerada foi confrontada como os 

dados citogenéticos obtidos das espécies em estudo. As novas sequências foram 

adicionadas ao Barcoding of Life Database (BOLD). Foi também incluída na análise 

a espécie Rhamphichthys marmoratus de Mamirauá, AM, cujo cariótipo 

descrevemos previamente (Silva et al., 2013). Entretanto, segundo dados 

morfológicos proposto por Carvalho et al., 2015)  estes espécimes são classificados 

como Rhamphichthys sp. As sequências de DNA Barcoding das espécies 

Brachypopomus sp (Jauaru) e Rhamphichthys hanni (Rio Paraná) foram obtidas no 

GenBank. As sequências foram alinhadas através do software Genious V6.01, sendo 

a espécies Brachypopomus sp utilizada como grupo externo. 

Os cromossomos mitóticos foram obtidos a partir de células renais, utilizando o 

protocolo descrito por Bertollo et al. (1978). Para a detecção das regiões 

organizadoras de nucléolo (NORs) foi utilizada a técnica descrita por Howell e 

Black (1980) e heterocromatina constitutiva (Banda C) foi detectada pela técnica 

descrita por Sumner (1972).  

 

Resultados 

Análise Citogenética 

A espécie Rhamphichthys rostratus (Figura 2a) já caracterizada por Silva et al. 

(2013) apresenta 2n = 50 e fórmula cariotípica 42m/sm+8st/a. As demais amostras 

apresentaram 2n= 50 variando de acordo com a localidade  o número de 

cromossomos B: amostra do Rio Guamá (Belém) apresentou como fórmula 

cariotípica 48m/sm+2st/a, com 5-6 cromossomos B (tendo a maioria 6), dos rios 

Anequara e Caripetuba 48m/sm+2st/a com 0-8 cromossomos B (tendo a maioria 8), 

e do Município de Barcarena 48m/sm+2st/a, com 6-10 cromossomos B (tendo a 

maioria 10). Os detalhes sobre o cariótipo e a quantidade de cromossomos B de cada 

exemplar estão na Tabela 1. As amostras que apresentam cromossomos B tiveram 
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distribuição distinta de heterocromatina quando comparada com os exemplares sem 

cromossomos B. A maioria dos cromossomos apresenta heterocromatina 

pericentromérica (Figura 2b), mas os portadores de cromossomos B também 

possuem braços cromossômicos heterocromáticos, como o braço longo do par 3 e o 

braço curto do par 18. Ambos os cariótipos apresentam o par 12 como o portador da 

região organizadora de nucléolo, e a sonda de rDNA 18S com marcação coincidente 

com o par da NOR (Figura 3a). Não foram evidenciadas marcações intersticiais com 

a sonda telomérica. Suas marcações foram visualizadas nas extremidades de todos 

os cromossomos de ambas as espécies, e também foram percebidas em todos os 

cromossomos B, sugerindo que eles já são estáveis no ciclo celular dos indivíduos 

portadores do novo citótipo (Figura 3b). Os exemplares analisados de 

Rhamphichthys marmoratus apresentam 2n = 50 cromossomos estando em 

evidência o par 23, que é o portador da NOR, e o par três com o braço longo 

heterocromático, enquanto que nos demais cromossomos a heterocromatina 

constitutiva se encontra distribuída na regiões pericentroméricas (Figura 4). 

 

A análise do DNA Barcoding 

 

 Além de sequências disponíveis de R. hahni no GenBank, essas novas amostras da 

Amazônia indicam pelo menos três linhagens bastante distintas (> 3% de 

divergência de pares entre as linhagens mais similares). As linhagens com maior 

semelhança foram morfologicamente identificadas como R. rostratus. Uma terceira 

linhagem, morfologicamente identificada como Rhamphichthys marmoratus, 

apresenta maior divergência (por pares > 8%). Por sua vez, as investigações 

morfológicas das amostras permitiram identificar caracteres diagnósticos claros para 

diferenciar estas linhagens. A análise com o DNA Barcoding revelou que o grupo de 

exemplares que apresentavam os cromossomos B se agrupavam em um ramo da 

árvore gerada distinto dos demais (Figura 5), sendo então identificados como uma 

outra espécie. Existe ainda pelo menos mais uma espécie distinta, já que a amostra 

coletada em Mamirauá, previamente analisada por Silva et al. (2013), apresentara 

maior similaridade em seu barcoding com a espécie R. hanni , analisada por Mendes 

et al., (2012) (Figura 6). 
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Discussão 

A amostra do presente artigo foi composta por exemplares da espécie 

Rhamphichthys rostratus coletadas nos rios Guamá (Belém) Arienga (Barcarena), 

Caripetuba e Anequara (Abaetetuba). Em estudo realizando anteriormente (Silva et 

al., 2013), analisamos exemplares de Rhamphichthys rostratus coletados em 

Almeirim, distantes 400 quilômetros da presente amostra. Naquele estudo 

encontramos um carióripo com 2n=50, sendo 42m/sm+8st/a, sem cromossomos B. 

No presente estudo encontramos exemplares com este cariótipo no Rio Caripetuba 

(Abaetetuba). Todavia, a maior parte da amostra deste rio e toda a amostra dos 

outros rios mostrou um cariótipo diferente, com 48m/sm+2st/a e presença de 

números variáveis de cromossomos B, tanto entre os exemplares, bem como 

intraindividualmente (Tabela 1). Possivelmente esta diferença na morfologia dos 

pares cromossômicos é decorrente de inversões pericêntricas. No Rio Caripetuba 

(Abaetetuba), observou-se a simpatria de exemplares de Rhamphichthys rostratus 

com ambos os cariótipos. Este resultado sugere fortemente que tratam-se de espécies 

diferentes. Na análise da árvore Bayesina (Figura 5), Rhamphichthys marmoratus de 

Abaetetuba-Pará é grupo irmão das espécies que apresentam o cromossomo B 

(Belém-Barcarena-Abaetetuba), o que confirma sua condição de espécie distinta. 

Apesar de R. marmoratus, R. hanni e R. rostratus apresentarem todos o mesmo 

número diploide, Rhamphichithys sp., coletado em Mamirauá, no estado do 

Amazonas, e R. hanni proveniente da bacia do Paraná estão mais estreitamente 

relacionadas, pois apresentam o 2n=50 e diferenças citogenéticas em relação suas 

fórmulas cariotípicas,  a distribuição da heterocromatina e o par portador da NOR,  e 

mais distantes de Rhamphichthys rostratus que apresentam o cromossomo B (Figura 

5).  Estas similaridades que foram confirmadas, tanto por citogenética, quanto por 

DNA barcoding pode está relacionadas com questões biogeográficas do grupo, já 

que na literatura encontramos conexões entre os rios da Amazônia Oriental e o 

Pantanal, que poderia justificar estas semelhanças genéticas entre as espécies de 

Rhamphychithys sp. e R. hanni.      

Como já foi demonstrado através de estudos comparativos de mapeamento 

citogenético por Nagamachi et al. (2010), Milhomem et al. (2008), Milhomem et al. 
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(2012) vários rearranjos cromossômicos ocorridos durante a história evolutiva, 

como fissão/fusão em tandem, translocações, inversões, diferenciaram taxa e estas 

diferenças permitiram identificar complexos de espécies crípticas do gênero 

Gymnotus. Espécies com cariótipos quase idênticos por citogenética clássica haviam 

sofrido uma quantidade considerável de rearranjos sendo na realidade bastante 

diferentes. Assim, será importante no futuro verificar por pintura cromossômica se 

os espécimes de R. rostratus com e sem cromossomos B apresentam rearranjos que 

causem problemas meióticos, constituindo barreira reprodutiva. Além disso, Silva et 

al. (2014) demonstrou por citogenética clássica, molecular e DNA Barcoding a 

existência de duas espécies distintas em Hypancistrus, apesar de possuírem o 

mesmo número diploide 2n=52, considerado uma sinapomorfia do grupo. 

Um aspecto interessante dos presentes resultados é a presença de cromossomos B na 

amostra da região Belém-Barcarena-Abaetetuba. Estudos anteriores tem 

demonstrado que a presença de cromossomos B pode estar relacionada à poluição 

ambiental, como observado em plantas (Kwasniewska & Mikolajczyk, 2014), 

moluscos (Leitão et al., 2008) e roedores (Borisov, 2008). No estudo anterior (Silva 

et al., 2013) coletamos amostras de R. rostratus de Almeirim e R. marmoratus da 

Reserva ecológica Mamirauá, sendo ambas as localidades livres de poluição 

ambiental. No entanto a região onde foi coletada a amostra do presente trabalho está 

muito degradada ambientalmente. Belém é uma metrópole com quase 2 milhões de 

habitantes e Barcarena e Abaetetuba estão próximas a áreas de mineração de bauxita 

e indústrias de alumínio, ocorrendo derramamento de substâncias químicas com 

frequência. Em um estudo utilizando também Gymnotiformes foi demonstrado que 

a quantidade de micronúcleos e alterações nucleares era nitidamente maior em 

Abaetetuba quando comparada com Mamirauá (Melo et al., 2013). Estudos 

anteriores sugerem que Rhamphichthys é sensível às variações ambientais, podendo 

ser utilizado como bioindicadores de poluição (Melo et al., 2013) Assim sugerimos 

que os exemplares de Belém-Barcarena-Abaetetuba diferenciaram-se em uma nova 

espécie, acumulando rearranjos que alteraram seus cariótipos. 
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FIGURAS E TABELAS:  

 

Figura 1: Mapa de localização das amostras de Rhamphichthys e do grupo externo 

(Brachyhypopomussp) as redes hidrográficas definidas pelas linhas azuis e áreas de 

baixa altitude (gradiente de elevação entre 0m acima do nível do mar (preto) e ≥ 

300m acima do nível do mar (branco). 
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Figura 2: A) Cariótipo da espécie Rhampchithys rostratus com 2n = 50 (FK= 

42m/sm+8st/a) B)Cariótipo de R. rostratus que apresentam o novo citótipo 2n = 

50+8 B’s (FK= 48m/sm+2st/a+8B’s), ambos cariótipos demonstrando a distribuição 

da heterocromatina constitutiva através do bandeamento C, em destaque o par da 

NOR, diferenciando os cariótipos. 

 

 

Figura 3: FISH realizado na espécie R. rostratus, novo citótipo. A) Localização 

física da sonda rDNA18S que se apresenta coincidente com a NOR. B) Marcação da 

sonda telomérica, não sendo vista nenhum sinal de marcações intersticiais.  
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Figura 4: A) Cariótipo convencional de Rhamphichthys marmoratus, corado com 

Giemsa, com destaque para o par portador da NOR. B) Cariótipo em banda C com 

destaque para o par 2, com evidente bloco heterocromático, e o par 23 portador da 

NOR.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



39 
 

 

Figura 5: Árvore Bayesina para amostras de Rhamphichthys, com Brachyhypopomus 

sp. utilizado como grupo externo, com suporte em 1000 pseudoréplicas. 

Diferenciam em termos das espécies as amostras que apresentam o cromossomo B, 

e os Rhamphichthys sp. 
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Figura 6: A) Cariótipo convencional de Rhamphichthys hanni, corado com Giemsa, 

com destaque para o par 7, portador da NOR. B) Cariótipo em banda C com 

destaque para o par 11 e 12, com evidente bloco heterocromático, e o par 7 portador 

da NOR. Dados de Mendes et al. (2012). 
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Tabela 1: Amostras analisadas no presente trabalho. 

Localidades Rio Exemplares Cariótipo Cromossomos B 

Abaetetuba 

 

Anequara 

01°40'42.6"S, 

049°00'16.6"W 

P1180(Fêmea)  48m/sm+2st/a 8 

P1181(Fêmea) 48m/sm+2st/a 8 

P1187(Macho)  48m/sm+2st/a 7-8 

P1188(Fêmea) 48m/sm+2st/a 8 

Caripetuba 

01°37'23,49"S 

048°55'33"W 

P1285(Macho) 42m/sm+8st/a 0 

P1286(Fêmea) 42m/sm+8st/a 0 

P1899(Macho) 42m/sm+8st/a 0 

P1294(Macho) 48m/sm+2st/a 5-8 

P1900(Macho) 48m/sm+2st/a 7-8 

P2749(Macho) 48m/sm+2st/a 8 

P2757(Fêmea) 48m/sm+2st/a 7-8 

P2758(Fêmea) 48m/sm+2st/a 8 

P2759(Macho) 48m/sm+2st/a 8 

P2764(Macho) 48m/sm+2st/a 8 

P3070(Macho) 48m/sm+2st/a 8 

Belém Guamá 

01°28'33.88"S 

048°27'08.73"W 

P1164(Fêmea) 48m/sm+2st/a 6 

P1165(Macho) 48m/sm+2st/a 6 

P1190(Macho) 48m/sm+2st/a 5-6 

Barcarena Arienga 

1º34’25.36”S 

48º45’55.21”W 

P1541(Fêmea) 48m/sm+2st/a 8-10 

P1543(Fêmea) 48m/sm+2st/a 6-10 

P1544(Fêmea) 48m/sm+2st/a 9-10 

P1545(Macho) 48m/sm+2st/a 10 

P1546(Macho) 48m/sm+2st/a 9-10 

P1547(Fêmea) 48m/sm+2st/a 10 
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Material Suplementar 

Comparação dos dados morfométricos apresentados pelos espécimes do gênero 

Rhamphichithys, coletados no Rio Caripetuba, Abaetetuba – Pará. 

Fórmulas 

Cariotípicas  

Sem cromossomo B 

42m/sm+8st/a, 

Com cromossomo B 

48m/sm+2st/a + (5-10 B) 

 

Exemplares 

1899(Sexo não 

identificado) 

1900(Fêmea) 1187(Macho) 1188(Fêmea) 1544(Macho) 2750(Macho) 

SL 399.2 356.61 458.12 516.24 405,78 481.68 

AFL 361.62 326.29 399.62 468.84 355.30 434.90 

PAFL 37.58 30.32 58.50 47.40 50.48 46.78 

BD 44.66 28.70 43.82 42.18 39.34 45.52 

PFL 22.30 17.26 23.08 20.0 19.80 20.78 

HL 57.08 46.30 73.46 75.10 70.58 72.36 

CFL 70.98 66.92 137.34 126.70 - 119.52 

CFD 10.20 5.82 11.22 10.70 7.86 9.46 

       

IOD 6.26 4.76 6.68 7.72 6.40 6.38 

SL 28.94 23.46 45.10 43.02 43.72 43.0 

POL 28.30 21.38 29.12 29.58 24.90 26.50 

ED 4.12 2.40 3.32 3.48 3.28 3.32 

DPN       

BO 12.14 6.32 9.86 9.08 8.74 9.38 

       

Raios Anais 508 497 752 748 698 729 

AFR 410 420 380 - - - 

PFR 19¿ 19 14/15/16    

Raios 

peitorais 

26 28 30 36 42 32 
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Resumo  

A Ordem Gymnotiformes é composta por 219 espécies validas distribuídas em cinco 

famílias. Nosso objeto de estudos é o gênero Rhamphichithys e os espécimes aqui 

analisados foram coletados no Rio Caripetuba, Abaetetuba, Pará, sendo seis machos e 

quatro fêmeas da espécie R. rostrarus e duas fêmeas e dois machos de Rhamphichithys 

marmoratus. Foram produzidas sondas de rDNA 18S, 5S, e dos retroelementos da 

família REX1 e REX3. A sonda de rDNA 18S em ambas as espécies teve sua marcação 

coincidente com a marcação da NOR, o 5S por sua vez apresenta vários sítios de 

marcações, em R. rostrarus foram identificados em 7 pares de cromossomos e com 

destaque para o par metacêntrico nas regiões centroméricas e pericentroméricas, com 

evidência no par 3 portador do braço longo totalmente heterocromático com marcação 

positiva. As sondas dos retrotransposons REX 1 e REX 3 marcaram no genoma das 

duas espécies de forma dispersa. A sonda do REX1 em Rhamphichthys rostratus 

marcou na região coincidente com a constrição secundária do par portador da NOR. 

Nossos dados de 18S e 5S os corroboram com os já descritos em Gymnotiformes e 

demonstram uma evolução independente dos mesmos. Os retroelementos REX também 

costumam se encontrados dispersos em genomas de peixes, e o REX1 por ser 

evidenciado na constrição secundária de  Rhamphichthys rostratus sugere que nesta 

região possa apresentar a presença de pseudogenes e co-localização  com outros genes 

da família multigênica ribossomal. 

Palavras- Chaves:  Rhamphichithys, FISH, retroelementos REX, 18S e 5S. 

mailto:juliopieczarka@gmail.com
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Introdução 

 A ordem Gymnotiformes é composta por 219 espécies válidas de 35 gêneros, 

distribuídos em cinco famílias (Tagliacollo et al., 2016). Os gêneros Eigenmannia e 

Gymnotus são os que apresentam a maior quantidade de informações citogenéticas 

(Henning, 2008; Cioffi, 2011; Scacchetti, 2011; Milhomem et al., 2012, Milhomem et 

al., 2011; Sene et al., 2011;Nagamachi et al., 2010), enquanto que a família 

Rhamphichithyidae ainda possui dados esparsos sobre a citogenética dos seus 

integrantes (Mendes et al., 2012; Silva et al., 2013). 

 Estudos envolvendo o mapeamento de genes ribossomais em peixes são comuns 

(Scacchetti, 2011; Santos, 2010; Nakajima et al., 2012). O uso de novas metodologias, 

como a aplicação de sondas de regiões específicas de DNA moderadamente repetitivo 

como genes ribossomais e histonas, ou de regiões de DNA altamente repetitivo, como 

DNA satélite, tem possibilitado uma abordagem citogenética em nível molecular 

visando uma melhor compreensão da estrutura do genoma (Phillips e Reed, 1996; 

Oliveira e Wright, 1998; Henning et al., 2008). 

 As famílias multigênicas do RNA ribossomal (rRNA) são formadas por duas 

classes distintas, que estão dispostas em tandem no genoma dos eucariotos. A classe 

principal, gene 45S, é formada por um espaçador transcrito, seguido das regiões que 

transcrevem o rRNA 18S, 5,8S e 25S/28S, que são separados por dois espaçadores 

internos transcritos (ITS I e II). A classe menor, do gene 5S do rRNA, consiste em 

múltiplas cópias de uma região altamente conservada que possui 120 pares de bases, 

separados por uma região variável não-transcrita (NTS) (Eickbush & Eickbush, 2007). 

Em peixes, esta variação da região não-transcrita do rDNA 5S está relacionada à 

ocorrência de inserções, deleções e pseudogenes (Wasko et al., 2001). Estas sequências 

são organizadas de maneira flexível, tanto em nível cromossômico, variando em número 

e posição dentro de um cariótipo (Cabral de Mello et al., 2011; Mantovani et al., 2005) 

como em nível nucleotídico, ocorrendo principalmente em regiões espaçadoras do 

rDNA 45S e 5S.  Além disso, estes genes podem co-localizar-se com famílias 

multigênicas de histonas e também de genes de pequeno RNA nuclear (snRNA) (Pinhal 

et al., 2011;   Cabral de Mello et al., 2010; Vierna et al., 2011).  

 As sequências repetitivas podem estar presentes nos genomas eucariotos de 

duas formas: repetidas em tandem, tais como regiões satélites, minissatélites, 

microssatélites, ou repetidas de forma dispersa no genoma, como no caso dos elementos 
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transponíveis, transposons e retrotransposons (Charlesworth et al., 1994; Böhne et al., 

2008; Kidwell & Lisch, 2000). Em peixes estes elementos transponíveis estão 

relacionados ao tamanho, estrutura e desempenho do genoma (Volff, 2005; Volff et al, 

2003,Volff et al., 1999). Dentre estes elementos transponíveis a família dos 

retroelementos REX tem sido bastante investigada em alguns grupos de peixes (Silva et 

al., 2014; Mazzuchelli & Martins, 2009; Borba et al., 2013; Schneider et al., 2013).  

 

Material e Métodos 

Os espécimes foram coletados no rio Caripetuba no município de Abaetetuba, 

Pará, Brasil (1
o
43’18”S; 48

o
52’45”W). Os peixes foram classificados de acordo com 

Carvalho et al. (2015). Foram analisados exemplares de Rhamphichithys rostratus (6 

fêmeas e 4 machos) e Rhamphichithys marmoratus (2 fêmeas e 2 machos).  O DNA 

genômico foi extraído utilizando o kit de extração Invitrogen seguindo as instruções do 

fabricante. As sondas do RNA ribossomais 18S e 5S foram sintetizadas a partir de 

primers já descritos (Martins e Galetti, 2001). As sondas dos retroelementos Rex 1 e 

Rex 3 foram também produzidas a partir dos primers REX1-f (5’ -TTC TCC AGT GCC 

TTC AAC ACC-3’) e REX1-r (5’ -TCC CTC AGC AGA AAG AGT CTG CTC-3’); 

REX3f (5’-CGG TGA YAA AGG GCA GCC CTG-3’) e REX3r (5’-TGG CAG ACN 

GGG GTG GTG GT-3), descritos por Volff et al. (1999), formando bandas de DNA de 

560 e 400 pares de bases, respectivamente. Esses primers se mostram bem eficientes e 

já foram utilizados em diferentes grupos de peixes (Ozouf-Coastaz et al., 2004; 

Capriglione et al., 2002).  

As reações de PCR serão feitas de forma padronizada, em um volume final de 22 

μl, de acordo com as concentrações a seguir: 1 μl de DNA (40ng/ μl), 2,5 μl de tampão 

10X, 2,5 μl de DNTPs, 0,75 μl de MgCl2 (50 mM), 1,25 μl de cada primers forward e 

reverse (10 mM), 0,25 μl de Taq polimerase (5unidades/ μl) e 12,50 μl de água 

autoclavada, para então ser submetido ao termociclador com temperatura inicial de 95
o
C 

por 3 minutos, e em seguida 30 ciclos de temperatura desnaturação 95
o
C por 10 

segundos, anelamento por 1 minuto, com temperatura variáveis de acordo com a 

sequência a ser amplificada, sendo 55°C para o DNAr 18S, 50°C para o 5S,  51°C para 

as sequências repetidas de REX1, e 53°C para REX3, e por fim manutenção a 4°C. O 

produto do PCR foi marcado por Nick translation com digoxigenina-14-dUTP (Roche, 

Mannhein,Germany). As sondas foram detectadas com anti-digoxigenina- FITC. 
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As hibridizações de in situ fluorescente (FISH) seguiram o protocolo de Pinkel 

et al. (1986) com adaptações. As imagens foram capturadas através de um microscópio  

Nikon com software de captura de imagens Nis-Elements e analisadas com auxilio do 

programa Adobe photoshop CS5. 

Resultados 

Os indivíduos pertencentes a espécie Rhamphichithys marmoratus apresentam o 

número diploide igual a 50 cromossomos, e fórmula cariotípica com 44 cromossomos 

meta/submetacêntrico e 6 cromossomos acrocêntricos. Já Rhamphichithys rostratus 

apresenta um novo citótipo com 48 cromossomos meta/submetacêntrico, 2 

cromossomos acrocêntricos e de 6 a 10 cromossomos Bs, que está sendo descrito no 

outro artigo (Silva et al., em redação). O mapeamento físico da sonda de rDNA 18S foi 

coincidente com os sítios ativos de rDNA encontrados através da impregnação por 

nitrato de prata (Figura 1A). A sonda de rDNA 5S marca 3 pares de cromossomos 

metacêntricos, mas nenhum coincidente com o par da NOR (Figura 1B). A espécie 

Rhamphichithys rostratus também apresentou a sonda de rDNA 18S coincidente com a 

região da NOR no par 12 (Figura 1C), e as marcações de rDNA 5S foram visualizadas 

em 7 pares de cromossomos metacêntricos em regiões centroméricas e 

pericentroméricas com destaque para o par 3, que apresentou o seu braço longo 

totalmente heterocromático com marcação positiva (Figura 1D).  As sondas dos 

retrotransposons REX 1 e REX 3 marcaram no genoma das duas espécies de forma 

dispersa (Figura 2A e 2B) estando em maior concentração em regiões de 

heterocromatina constitutiva. Entretanto, a sonda do REX1 na espécie Rhamphichthys 

rostratus marcou também a região coincidente com a constrição secundária do par 

portador da NOR (Figura 2C). Já o retroelemento REX 3 nesta espécie, não 

apresentaram marcações nos cromossomos Bs (Figura 2D).citar os cluster  

Discussão 

Em Gymnotiformes é relatada a presença da NOR simples utilizando nitrato de 

prata (Foresti et al., 1981) nas espécies Apteronotus albifrons, Gymnotus carapo, 

Sternopygus macrurus, Eigenmannia virescens e Eigenmannia sp. Geralmente, estes 

sítios ativos das regiões organizadoras de nucléolos são coincidentes com as marcações 

de sondas de rDNA 18S. Além da NOR simples, também já foram encontrados casos 

em que elas apresentam-se de forma múltipla, como em Eigenmannia sp. (Almeida-
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Toledo et al., 1996), G. pantanal (Fernandes-Matioli et al., 2005) e G. jonasi 

(Milhomem et al., 2011).  

Em Rhamphichthyoidea, somente B. pinnicaudatus foi relatado com NOR 

múltipla por Almeida-Toledo et al. (2000). O gênero Rhamphichthys vem seguindo o 

padrão encontrado para Ordem, ou seja, a presença de um padrão de NOR simples e 

coincidente com a marcação da sonda rDNA 18S, com a presença de um polimorfismo 

de tamanho, devido a amplificações de alguns genes ribossomais (Mendes et al., 2012, 

Silva et al., 2013).  

A investigação com sondas ribossomais rDNA 5S demostra marcações que não 

coincidem com as regiões de NOR tanto em R. marmoratus quanto em R. rostratus, 

sendo frequente a concentração destas sequências gênicas em regiões de 

heterocromatina constitutiva, como já descrito nas espécies Gymnotus silvius e G. 

Inaequilabiatus (Sccachetti, 2011). Este acúmulo em regiões heterocromáticas é 

frequentemente citado em peixes (Kazazian, 2004; Valente et al., 2011; Fischer et al., 

2004) e pode estar relacionado à ausência de recombinação nestas regiões e/ou estar 

envolvida na plasticidade das regiões heterocromáticas gênicas e não gênicas (Peng & 

Karpen, 2008). 

Os elementos transponíveis também são frequentemente citados associados às 

regiões heterocromáticas do genoma, inclusive de peixes (Kazazian, 2004; Valente et 

al., 2011; Fischer et al., 2004). No entanto também podem está associados a regiões 

eucromáticas (Gross et al., 2009; Teixeira et al., 2009). Estas investigações genômicas 

descrevem um padrão de distribuição dos elementos retrotransposons REX1 e REX3 

que corroboram com os já descritos, pois nas duas espécies de Rhamphichthys, aqui 

analisadas, verificamos ambos os elementos com comportamento disperso. Uma vez 

que o elemento REX 1 apresentou mais evidência de marcação na região coincidente 

com a marcação da sonda 18S, ou seja, no par da NOR da espécie R. rostratus, o que 

sugere que este elemento pode está associado a pseudogenes ou as regiões de NTS.    
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Figuras 

 

Figura 1: A) Marcação da sonda18S em R. marmoratus. B) Marcação da sonda 5S em 

R. marmoratus. C) Marcação da sonda18S em R. rostratus. B) Marcação da sonda 5S 

em R. rostratus. 
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Figura 2: A) Marcação do retroelemento REX1 em R. marmoratus, com destaque para 

nas regiões heterocromáticas. B) Marcação do retroelemento REX 3 em R. marmoratus, 

com destaque de marcações em regiões pericentroméricas C) Marcação do 

retroelemento REX1 em R. rostratus, evidente marcação no par da NOR B) Marcação 

do retroelemento REX 3 em R. rostratus, as setas indicam a não marcação do 

retroelemento REX3 nos cromossomos Bs. 
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5. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Este estudo apresentou uma análise citogenética e molecular para o gênero 

Rhamphichithys, sendo analisadas as espécies R. marmoratus e R. rostratus 

pertencentes a família Rhamphichthyidae. Estes espécimes foram coletados em 

diferentes localidades da região amazônica. 

Apesar de serem classificados taxonomicamente como mesma espécie, 

espécimes coletados no Rio Caripetuba, do município de Abaetetuba,  estado do Pará, 

inicialmente identificadas como R. rostratus, foram definidas como espécies crípticas, 

pois as diferenças genéticas encontradas em seus cariótipos diferenciam os citótipos 

analisados. Alguns indivíduos apresentaram como fórmulas cariotípicas FC = 42 m/sm 

+ 8 a, enquanto, o novo citótipo apresentou FC = 48 m/sm + 2a + (5-10) B.  

Além disso, peculiaridades de padrões de distribuição de heterocromatina e de 

elementos repetitivos do genoma foram investigados como formas de diferenciar 

citogenomicamente estas espécies. A análise do DNA barcoding corroborou os dados 

cromossômicos que encontramos, demonstrando a necessidade de uma revisão para a 

família Rhamphichithyidae que, como as demais famílias da Ordem Gymnotiformes, 

deve estar com seu número de espécie subestimada. 

A evolução cariotípica desta família sugere que uma constância na manutenção 

de seu número diploide, pois percebemos isto, diante da manutenção de 2n=50 na 

superfamília Rhamphichthyoidea, na qual está inserida. Provavelmente os cromossomos 

B que se apresentam neste novo citótipo possam estar relacionados a eventos de quebras 

cromossômicas, pois nestes são evidenciados sequências teloméricas, que lhes conferem 

certa estabilidade no ciclo celular, e também outras sequências repetitivas, como foi o 

caso, de marcações positivas do REX1.  

A distribuição dos retroelementos REX1 e REX 3 nos genomas das espécies 

analisadas se deu de forma dispersa, estando presente tanto em regiões eucromáticas 

quanto heterocromáticas, com destaque para o REX1 que na espécie de novo citótipo 

apresentou acúmulo na região da NOR.  Estas evidências já foram descritas na literatura 

quando algumas espécies de peixes passam por estresse ambiental ou quando 

investigadas em híbridos. 

A investigação da família multigênica ribosssomal demonstrou o 18S 

coincidente com a região organizadora de nucléolo (NOR), e o sítio de 5S marcando 
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múltiplos cromossomos, preferencialmente em regiões heterocromáticas e 

centroméricas, demostrando que a evolução de ambos ocorre de maneira independente 

neste grupo de peixes. Estas marcações múltiplas do rDNA 5S podem estar relacionadas 

a regiões de pseudogenes, ou inserções de outras sequências repetitivas.   

A importância de somar dados que corroborem com o melhor entendimento da 

família Rhamphichithyidae é que estes peixes apresentam maior abundância e  

diversidade de espécies na região amazônica e são espécies bioindicadoras de poluição, 

com potencial para serem utilizadas em projetos de monitoramento ambiental.   
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ANEXOS 

MATERIAL E MÉTODOS 

A) MATERIAL 

A1) Caracterização das Amostras 

Os exemplares do gênero Rhamphichthys (Rhamphichthydae), cuja classificação se 

encontra abaixo, foram coletados em rios de duas localizações distintas na Bacia 

Amazônica: Dois exemplares (um macho e uma fêmea) provenientes do Rio Parú no 

Município de Almeirim no Estado do Pará, Município de Abaetetuba Rio Anequara  (3 

fêmeas e 1 macho),  Rio Caripetuba (um macho e uma fêmea), Município de Barcarena, 

Rio Arienga (um macho e uma fêmea), Município de Igarapé-Miri (um macho e uma 

fêmea) na Amazônia Oriental, e 13 exemplares (7 machos e 6 fêmeas) provenientes do 
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Município de Alvarães coletados no Rio Mamirauá dentro Reserva de Desenvolvimento 

Sustentável Mamirauá, Amazônia Ocidental. As coletas foram realizadas com 

malhadeiras de 20mm com 20 metros de comprimento por 2 metros de altura, e 

supervisionadas de três em três horas, para favorecimento da sobrevivência dos peixes 

capturados. Os exemplares coletados posteriormente foram transportados vivos para o 

Laboratório de Biologia Aquática do Instituto de Desenvolvimento Sustentável 

Mamirauá, ou para um laboratório improvisado de campo, sendo necessário 

acondicioná-los em sacos plásticos de 30 litros com água e oxigênio puro. Outro 

método de coleta foi a utilização de tarrafas e detectores de Gymnotiformes.  

 

Subfilo: Vertebrata 

   Superclasse: Gnathostomata 

         Grade: Teleostomi 

 Classe: Actinopterygii 

 Subclasse: Neopterygii 

  Divisão: Teleostei 

    Subdivisão: Euteleostei 

 Superordem: Ostariophysi 

                Ordem: Gymnotiformes 

Família: Rhamphichthydae 

                                                     Gênero: Rhamphichthys Muller &Troschel, 1848 

 

 

A2)  MÉTODOS 

A2.1  Indução de Mitoses 

Para a obtenção de um índice mitótico satisfatório nas preparações cromossômicas 

seguiremos a técnica descrita por Bertollo et al. (1978) com modificações: 

Injetar uma solução aquosa de fermento biológico (0,5g de fermento biológico com 0,5g 

de sacarose diluído em 7ml de água destilada), na proporção de 1ml/100g de seu peso 

corpóreo, na região dorso-lateral do peixe. 

Manter o animal em um sistema de aquário aerado e bem iluminado, em média, por 48 

horas. 

 

A2.2  Obtenção de Cromossomos Mitóticos 
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Os cromossomos mitóticos destes peixes serão obtidos através de seu órgão 

hematopoiético, o rim encefálico ou então o caudal, seguindo o protocolo de técnicas de 

Bertollo et al. (1978) com modificações: 

Injetar no dorso do animal, na proporção de 1ml /100g de peso corpóreo do peixe a 

solução de colchicina na concentração de 0,025%. 

Mantê-lo em tanque aerado por 45 minutos, para em seguida sacrificá-lo e fazer a 

retirada de seu órgão hematopoiético. 

Colocar em uma placa de Petri em torno de 15ml de solução hipotônica (5,6g de cloreto 

de potássio em um litro de água destilada). 

Dissociar por completo o material com o auxílio de uma pinça e uma tesoura, e 

posteriormente ressuspender em uma seringa de vidro, até tornar a solução homogênea. 

Incubar a suspensão em uma estufa a 37ºc por 30 minutos. 

Interromper a ação da solução hipotônica com algumas gotas de fixador Carnoy (3 

metanol : 1 ácido acético). 

Centrifugar por 10 minutos a 900 rpm, descartar o sobrenadante, e ressuspender o pelet 

em fixador Carnoy. 

Repetir o item acima em média três vezes. 

Conservar o material fixado em freezer. 

 

A2.3  Técnica de Coloração Convencional 

Para a análise convencional das lâminas em microscópio óptico, o material citológico 

será corado com Eosina Azul de Metileno segundo Giemsa (Merck), como se segue:  

Diluir 0,3 ml de corante Giemsa para 3ml de tampão fosfato pH 6,8. 

Despejar a solução na lâmina e deixar agir por 10 minutos. 

Lavar com água destilada e deixar secar para ser feita sua análise. 

 

A2. 4 Técnica de Bandeamento C 

Será realizada a partir da técnica de Sumner (1972) com modificações, objetivando 

detectar a presença da heterocromatina constitutiva (HC) nos cromossomos das espécies 

em estudo. 

Tratar as lâminas com HCl à 0,2 N em temperatura ambiente por 15 minutos. Lavar 

com água destilada e deixar secar. 

Incubar lâmina a em solução aquosa de Hidróxido de Bário (Ba (OH)2) a 2% durante 35 

segundos à 46 ºC. 



72 
 

Imergir imediatamente em HCl a 0,1N à 46ºC para interromper a ação do Hidróxido de 

Bário e em seguida lavar com água gelada. Deixar secar. 

Incubar a 60ºC em solução salina de 2xSSC, durante 20 minutos. 

Lavar com água destilada. Deixar secar. 

Corar com solução de Wright na proporção de 3:1 por 20 minutos. 

 

A.2.5  Técnica de Detecção de NOR por AgNO3 (AG-NOR) 

Será utilizada a técnica de impregnação por Nitrato de Prata (AgNO3) segundo Howell 

& Black (1980), com adaptações para a detecção de Regiões Organizadoras de 

Nucléolos (NORs): 

Colocar a lâmina durante 3 minutos em solução de HCl 0,2 N em temperatura ambiente, 

lavar e deixar secar. 

Colocar sobre a lâmina uma gota de solução aquosa de gelatina e duas gotas de Nitrato 

de Prata. 

Cobrir com uma lamínula de 24x50mm, inverte-la e incubá-la em uma câmara escura 

úmida, por 5- 8 minutos, em banho-maria a 60ºC. 

Lavar a lâmina com um jato de água destilada de forma que seja removida a lamínula e 

o excesso de reagentes. Deixar secar. 

Corar a lâmina com Giemsa na proporção 3:1, durante um minuto. 

 

A2.6 Técnica de Coloração pelo Fluorocromo DAPI (4’, 6’- diamidino -2- 

phenylindone) 

Será utilizada a técnica descrita por Pieczarka et al. (2006) para a marcação das regiões 

ricas em pares AT, como se segue: 

Desidratar a lâmina contendo a preparação citológica em uma bateria de álcool (2x 

álcool 70% por 2 minutos, 2x álcool 90% por 2 minutos, e 1x álcool 100% por 4 

minutos). 

Incubar na estufa a 60º C por uma hora. 

Desnaturar a 70ºC a lâmina em uma solução de formamida a 70%, no banho-maria. 

Interromper a ação da formamida transferindo a lâmina para um frasco contendo etanol 

a 70% gelado por 4 minutos. 

Repetir o item a. 

Mergulhar a lâmina em um frasco contendo a solução de DAPI, deixando agir por 30 

minutos em estufa a 37ºC. 
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Montar a lâmina com 50µL de solução de antifade Vectashield H-1000 (Vector), 

cobrindo com lamínula de vidro 24x50mm. 

 

A.2.7 Técnica de Hibridização In Situ  Fluorescente (FISH) com sonda de rDNA 18S 

A sonda de rDNA 18S marca regiões gênicas específicas de produção do RNA 

ribossomal. Técnica segundo Daniels & Delayne (2003) com adaptações : 

 a) A lâmina deve estar envelhecida por dois dias para ser tratada com  RNAse (1µL / 

1000 µL  de 2 SSC). 

b) Incubar a lâmina com 200 µL da solução de RNAse coberta com um parafilme  por 

20 minutos em estufa a 37ºC. 

c) Lavar a lâmina em 2 SSC por 2 minutos. 

d) Lavar em pepsina (500 µL de pepsina em 50 µL de HCl  4,8 N) por 3 minutos. 

e) Desidratar a lâmina contendo a preparação citológica em uma bateria de álcool (2x 

álcool 70% por 2 minutos, 2x álcool 90% por 2 minutos, e 1x álcool 100% por 4 

minutos). 

f) Desnaturar a sonda em banho-maria a 65ºC por 15 minutos. 

g) Hibridizar com 2 µL de sonda rDNA18S biotinilada com 12µL de tampão de 

hibridização.  Colocar o antifade com DAPI e selar a lâmina. Incubar por dois dias. 

h) Incubar em banho-maria a 42ºC na seguinte seqüência: 2 frascos com formamida a 

50%, 2 frascos com 2SSC por  5 minutos em cada; 1 frasco de 4 tween (200 ml de 

4SSC + 100µL tween) por 4 minutos. 

 

A.2.8  Técnica de Hibridização In Situ  Fluorescente (FISH) com sonda telomérica 

Técnica de acordo com o fabricante Oncor com adaptações. A marcação da sonda indica 

presença ou ausência da seqüência do telômero (TTAGGG)n. 

Imergir a lâmina por 5 minutos em fixador 1:1 (1 ácido acético: 1 metanol). 

Imergir a lâmina em pepsina (500 µL de pepsina em 50 µL de HCl  4,8 N) por 5 

minutos.  

Lavar 3 vezes as lâminas em solução de 2SSC durante 1 minuto cada. 

Desidratar a lâmina contendo a preparação citológica em uma bateria de álcool (2x 

álcool 70% por 2 minutos, 2x álcool 90% por 2 minutos, e 1x álcool 100% por 4 

minutos). 

Incubar na estufa a 60ºC  por uma hora. 
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 Desnaturar a 70ºC a lâmina em uma solução de formamida a 70%, no banho-maria, por 

45 segundos. 

Desnaturar a sonda por 15 minutos a 70ºC (7µL da sonda telomérica com 6 µL de 

solução tampão). 

Aplicar a sonda na lâmina e cobrir com uma lamínula de 24x50mm. Incubar em câmera 

úmida e escura na estufa a 37ºC durante 3 dias. 

Incubar em banho-maria a 42ºC na seguinte seqüência: 2 frascos com formamida a 

50%, 2 frascos com 2SSC por  5 minutos em cada; 1 frasco de 4 tween (200 ml de 

4SSC + 100µL tween) por 4 minutos. 

Retirar e lavar em 3 frascos de 4 tween durante 4 minutos cada, em temperatura 

ambiente. 

Preparo da solução de detecção (200 µL de água + 0,4µL de solução de detecção – 

antidigoxigenina- Cy3). Pingar 200 µL em cada lâmina e cobrir com o parafilme, 

incubar em estufa durante 30 minutos. Retirar e lavar em 3 frascos de 4 tween durante 4 

minutos cada, em temperatura ambiente. Colocar o antifade com DAPI e selar a lâmina. 

 

A2.9 Técnicas de Análise e Captura de Imagem 

As preparações citológicas serão analisadas em microscópio de fluorescência Zeiss 

Axiophot II, com objetiva de aumento de 100 vezes, ocular com aumento de 10 vezes e 

optovar 1,25. Para observações do corante fluorescente CMA3, serão usados os filtros 

Zeiss BP 436, FT 460, LP 470; para DAPI os filtros serão Zeiss G 365, FT 395, e LP 

420. As melhores metáfases serão digitalizadas com o auxílio da câmera Zeiss 

AxioCam MRm através do programa AxioVision 3.1 e as fotos então editadas com 

auxilio do programa Adobe Photoshop CS2. 

 

A2.10  Medições e Disposições Cromossômicas 

A montagem dos cariótipos será feita de acordo com a morfologia cromossômica 

(metacêntricos, submetacêntricos, subtelocêntricos e acrocêntricos), dispostos aos pares 

e em ordem decrescente de tamanho. 

Com o auxílio do programa Adobe Photoshop CS2 os cromossomos serão medidos, 

podendo assim determinar-se a razão entre os braços (RB), já que se tornará conhecido 

os comprimentos do braço curto (p) e do braço longo (q) de cada cromossomo e o 

comprimento relativo de cada par cromossômico (CR) em relação ao comprimento total 

do lote diploide (CTLD). 
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Os valores obtidos serão necessários para a classificação dos tipos cromossômicos, com 

base nos critérios propostos por Levan et al. (1964) e critérios adotados pelas literaturas 

que investigam o grupo de peixes. 

 

Tabela 01: Tipos cromossômicos de acordo com a posição centromérica segundo Levan 

et al. (1964). Aqueles autores admitem chamar o cromossomo “telocêntrico” como 

“acrocêntrico”, por ser esta designação muito popular na literatura.  

Razão entre Braços  Classificação Cromossômica 

1,00 – 1,70  Metacêntrico (m) 

1,71 – 3,00  Submetacêntrico (sm) 

3,01 – 7,00  Subtelocêntrico (st) 

> 7,01  Telocêntrico (t) ou Acrocêntrico (a) 

 

A2.11 - Técnica de “DNA barcoding” (Código de Barras das espécies): 

Procedimento de Extração com o Kit Gen elute da Sigma, seguindo o protocolo 

sugerido pelo fabricante: 

Picotar o tecido em pedaços bem pequenos (25mg). Transferir para um tubo de 

centrífuga. 

Adicionar 180 µL de solução de lise (lise solution T) e mais 20 µL de proteinase K. 

Misturar em vórtex (2 ou 3 vezes) e incubar a amostra a 55 0C no banho – maria  até a 

total digestão do tecido. O procedimento pode durar de 2 a 4 horas. 

Tratamento opcional com a enzima RNASE: Adicionar 20 µL de solução de RNASE e 

incubar por 15 minutos, em temperatura ambiente. 

Adicionar 200 µL solução de lise (Lise Solucion C) levar ao vórtex por 15 segundos, 

pois uma mistura homogênea é essencial para uma lise eficiente. Incubar por 10 minutos 

a 70 0C em banho – maria. Fazer a adição de 200 µL de etanol. Transferir para o tubo 

da coluna. 

Coluna de Preparação: Colocar no eppendorf da coluna de anel vermelho 500 µL da 

solução da coluna de preparação (Column Preparation Solution) e adicionar a solução 

do DNA do passo anterior. Centrifugar por 1 minuto e descartar o líquido que passou 

pela coluna. Trocar o eppendorf e segue para o próximo passo. 

Substituir o tubo. Adicionar 500 µL da solução de lavagem (Wash solution concentrate) 

e centrifugar por 1 minuto. Descartar o tubo e trocar novamente o eppendorf. 
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Adicionar 500 µL da solução de lavagem (Wash solution concentrate) e centrifugar a 

12000 rpm por  3 minutos. Pode centrifugar por mais 1 minuto. Máximo da velocidade 

para a evitar desperdícios. 

Substituir um novo tubo e acrescentar 200 µL da solução de eluição (Elution Solution) 

diretamente no centro da coluna e centrifugar 6500 rpm por 1 minuto. Para aumentar a 

eficiência incubar 5 minutos na temperatura ambiente, podendo repetir este passo.  

A amplificação do gene Cox1 será feita a partir de primers já descritos (F1:  5’- 

TCAACCAACCACAAAGACATTGGCAC-3’/ 

R1: 5’- AGACTTCTGGGTGGCCAAAGAATCA – 3’) e com objetivo de ter como 

produtos sequências em torno de 654 pares de bases (Ward et al., 2005).   

Reação da PCR para um volume final de 25 µL: 17,0 µL de água ultra pura (Milli-Q), 

2,5 µL Tampão 10X, 1,75 µL de DNTP Mix, 1,0 µL de cada “primers” (iniciadores), 

1,25 µL de MgCl2, 0,5 µL  de Taq polimerase. 

Em seguida, a reação é submetida ao termociclador nas seguintes condições: 

Desnaturação Inicial           95°C         5 min            1X 

Desnaturação                      94°C          30 seg 

Anelamento                        54°C          1 min            35X 

Extensão                             72°C          1 min 

Extensão final                    72°C          10 min           1X 

Verificação do resultado da amplificação: Preparação de gel de agarose a 1% com 

aplicação de 3µL de reação e 1 µL de corante para eletroforese realizada nas condições 

de 130W/150 mA por 20 minutos. As bandas são esperadas em tamanho aproximado de 

654 pares de bases. 

Purificação das Amostras Amplificadas: O produto de PCR passará por reação de 

limpeza através do kit ExoSap-ITÒ (USB Corporation) seguindo o seguinte 

procedimento: 

Limpeza com ExoSap-ITÒ (USB Corporation): Em um tubo eppendorf  prepara-se uma 

reação contendo 5,0 μl do DNA amplificado juntamente com 2,0 μl da solução de 

ExoSap e leva-se para o termociclador para a realização do seguinte programa: 

Temp. Inicial     37ºC     15 min 

Temp. Final       80ºC     15 min 

m) Reação de PCR para Sequenciamento: A reação terá volume final de 9μl foi 

utilizado o Kit “Big DyeTM Terminator v 3.1 Cycle Sequencing Ready Reaction” 

(Applied Biosystems). O procedimento utilizado será o seguinte: Prepara-se uma 
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solução MIX, para cada uma das amostras contendo 2,0 μl de DNA (Amplificado e 

limpo pela ExoSap-IT), 2,0 μl do “primer”, 2,0 μl solução Pré-MIX (nucleotídeos 

marcados com fluorescência) e 3,0 μl H2O autoclavada.  

No termociclador será realizado o seguinte programa: 

 Desnaturação Inicial          96º C                 2 min 

 Desnaturação                    96°C                 30 seg 

 Anelamento                      50°C                15 seg 

 Extensão                          60°C                 4 min 

 Volta para o passo 2                                   30 vezes.  

Limpeza do PCR de Sequenciamento: Adiciona-se em cada tubo 0,7 μl de EDTA 

(125mM), 0.7 μl de Acetato de Sódio (3 M). Homogeneizar e passar no spin 

brevemente. Adicionar 17,5 μl de Etanol 100%. Incubar por 15 minutos a temperatura 

ambiente. Centrifugar por 15 min a 13000 rpm. Descartar o Etanol em papel toalha. 

Adicionar 24,5 μl de Etanol 70% Gelado. Centrifugar por 10 min  a 13000 rpm. 

Descartar o Etanol em papel toalha, podendo-se repetir estes últimos passos e fazer a 

lavagem com etanol 70%. Secar em termociclador por 2 minutos a 96°C, com o 

termociclador aberto. Guarda-se os tubos, já secos, no freezer à 4°C envolto em papel 

alumínio, até o momento do sequenciamento. 

Sequenciamento de DNA: As sequências serão obtidas através da técnica de 

sequenciamento por capilaridade no sequenciador ABI3130 do Laboratório de Estudos 

costeiros da Universidade Federal do Pará (Campus de Bragança (IECOS). 

q) Análise dos Dados: As sequências obtidas serão editadas através dos programas 

ATGC (Genetyx Corporation) e Bioedit (Hall T.A., 1999) para a obtenção de 

sequências consenso, as quais serão posteriormente alinhadas usando-se o editor 

ClustalW (Thompson et al.,1997) acoplado ao programa DAMBE (Xia e Xie, 2001). As 

sequências serão então analisadas no programa MEGA 4.0 (Tamura et al., 2007) para a 

construção de dendrogramas, cujos parâmetros utilizados para verificar a divergência 

genética entre as sequências serão os recomendados na literatura para sequências 

barcoding, sendo utilizado o método de distância UPGMA e o modelo Kimura-2-

parâmetros (K2P). Os dendrogramas obtidos serão testados através do método bootstrap 

(Felsenstein, 1985) com 1.000 pseudoréplicas. 

 

A2.12- Obtenção de sondas de sequências repetitivas de DNA:  
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O isolamento das sequências repetitivas de DNA foi realizado a partir da Reação em 

Cadeia da Polimerase (PCR). Utilizando-se de iniciadores primers específicos para a 

sequência alvo, a ser amplificada, na presença do DNA molde. Os retrotransposons 

Rex1 e Rex3 foram amplificados e identificados no DNA genômico de Rhamphichthys 

rostratus. Utilizando as sequências REX1-f (5’ -TTC TCC AGT GCC TTC AAC ACC-

3’) e REX1-r (5’ -TCC CTC AGC AGA AAG AGT CTG CTC-3’), e REX3f (5’-CGG 

TGA YAA AGG GCA GCC CTG-3’) e REX3r (5’-TGG CAG ACN GGG GTG GTG 

GT-3) formando bandas de DNA de 560 e 400 pares de bases, respectivamente (Volff et 

al., 1999). Esses primers se mostram bem eficientes e já foram utilizados em diferentes 

grupos de peixes (Ozouf-Coastaz et al., 2004; Capriglione et al., 2002).   

A sequência parcial do transposons Mariner foi amplificada com os iniciadores MAR-

188f (5’- ATC TGR AGC TAT AAA TCA CT- 3’) e MAR-215r (5’- CAA AGA TGT 

CCT TGG GTG TG-3’) descritos por Lampe et al. (2003).  

O gene 5s DNAr também será amplificado a partir de iniciadores já descritos e 

depositados no Genbank (X58367.1, FJ 572051.1, FJ 572052.1, X58365.1), através das 

reações de PCR utilizando os primers F (5’- GCC ACA CCA CCC CTG AAC AC -3’)  

e R (5’- GCC TAC GAC ACC  TGG TAT TC-3’).  

As reações de PCR serão feitas de forma padronizada, em um volume final de 22 μl, de 

acordo com as concentrações a seguir: 1 μl de DNA (40ng/ μl), 2,5 μl de tampão 10X, 

2,5 μl de DNTPs, 0,75 μl de MgCl2 (50 mM), 1,25 μl de cada primers forword e reverse 

(10 mM), 0,25 μl de Taq polimerase (5unidades/ μl) e 12,50 μl de água autoclavada.  

As condições da reação no termociclador são as seguintes:  

 Desnaturação Inicial         95º C                 3 min 

 Desnaturação                    95°C                  1 seg 

 Anelamento            Temp. diversas °C       1 min 

 Extensão                           72°C                   2 min 

 Volta para o passo 2                                     30 vezes. 

        Ciclo único                      72 °C                 5 min 

 Temperatura final                   4°C                  constante. 

As temperaturas de anelamento são variáveis, para cada sequência alvo, pois seus 

iniciadores são específicos, sendo utilizadas 45°C para o transposons Mariner, 55°C 

para o DNAr, 51°C para as sequências repetidas de REX1, e 53°C para REX3. 
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O produto do PCR foi marcado por Nick translation com digoxigenina-14-dUTP 

(Roche, Mannhein,Germany). As sondas foram detectadas com anti-digoxigenina- 

FITC. As técnicas de FISH utilizadas já foram descritas anteriormente.         

 


