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RESUMO 

A ordem Gymnotiformes compreende os peixes elétricos, que estão 

amplamente distribuídos pelas Américas Central e do Sul. A família 

Gymnotidae possui apenas dois gêneros Gymnotus e Eletrophurus, sendo que 

este último foi recentemente incluído à família. O gênero Gymnotus é o mais 

especioso da ordem com 33 espécies, e é também o que comporta maior 

número de estudos citogenéticos. O presente trabalho teve por objetivos 

analisar o comportamento meiótico do sistema de cromossomos sexuais 

múltiplo X1X1X2X2/X1X2Y em G. pantanal. Isolar sequências de DNA repetitivo 

das três espécies que habitam em simpatria o rio Piquiri – Paraná – Brasil: G. 

sylvius, G. paraguensis e G. pantanal, e neste último a possível associação 

dessas sequências aos cromossomos sexuais. E mapear o DNAr 5S em G. 

paraguensis e G. pantanal. A Análise meiótica revelou a formação de um 

trivalente no estágio de paquíteno da Prófase I em G. pantanal formado pelos 

cromossomos X1, X2 e Y, pareados complementarmente caracterizando um 

sistema de determinação sexual recente. A metáfase II apresentou células com 

18+Y e 18+X1X2 cromossomos, caracterizando uma disjunção típica dos 

cromossomos sexuais, dando origem a gametas balanceados. O mapeamento 

de sequências de DNA repetitivos isolados por C0t – 1 apresentou localização 

em região centromérica e na região das regiões organizadoras de nucléolos de 

todas as espécies analisadas, inclusive nos cromossomos sexuais de G. 

pantanal, padrão coincidente com blocos heterocromáticos. A hibridização com 

sondas de DNAr 5S revelou padrão de marcação próprio em todas as espécies 

analisadas. Nossos dados sugerem uma origem recente para os cromossomos 

sexuais de G. pantanal e uma dinâmica evolutiva diferenciada para distribuição 

do DNAr 5S no cariótipo das espécies analisadas. Sugerindo que este caráter 

possa ser mais amplamente utilizado entre os Gymnotidae como marcador 

citotaxonômico.  

Palavras chaves: Gymnotidae, cromossomos sexuais de origem recente, 

meiose, DNAr 5S, DNA repetitivos. 
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Abstract  

The order Gymnotiformes ranges the electrical fish. It’s distributed by South and 

Central America. Family Gymnotidae show two genus; Gymnotus and 

Eletrophurus, the last one was recently included in this family. Genus Gymnotus 

is the most widespread and show 33 species and present great number of 

cytogenetics studies. Our objectives in the present study were analyse the 

meiotic behaviour of multiple sexual chromosomes system X1X1X2X2/X1X2Y of 

G. pantanal, isolate sequences of repetitive DNA from three species of 

Gymnotus; G. sylvius, G. paraguensis and G. pantanal, inhabiting in simpatry at 

Piquiri River - PR – BR, verify the association of these sequences with sexual 

chromosomes and mapping the rDNA 5S gene at G. paraguensis and G. 

pantanal. Meiotic analysis of G. pantanal presented one trivalent in pachytene 

of profase I formed by X1, X2 and Y chromosomes, totally paired characterizing 

a recent sexual chromosomes system. In the metaphase II was visualized cells 

18+Y and 18+X1X2 chromosomes with normal disjunction of sexual 

chromosomes and balanced gametes. The mapping of repetitive DNA 

sequences, isolated by Cot1, presented location in centromeric and Nucleor 

Organization Regions (NORs) of all analyzed species, included the sexual 

chromosomes of G. pantanal, standard similar of heterocromatin obtained by C 

banding. Hybridization with rDNA 5S probes presented a standard unique for all 

species analyzed. Our data suggest a recent origin for sex chromosomes of G. 

pantanal and a differentiate evolutionary dynamic for the distribution of rDNA 5S 

in the karyotype of species analyzed, suggesting that character can be broadly 

utilized among the Gyminotidae as cytotaxonomic marker. 
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Introdução Geral  

 
 
1 - Peixes da Ordem Gymnotiformes 
 

A ordem Gymnotiformes compreende os peixes elétricos ou Knifefishes 

conhecidos popularmente como túviras, sarapós e poraquês. Endêmica da 

região Neotropical (Campos-da-Paz, 2003) está amplamente distribuída, desde 

os Pampas na Argentina até o Chiapas, no México (Figura 1), e alcançam sua 

maior diversidade e abundância na bacia amazônica (Albert e Miller, 1995; 

Albert e Campos-da-Paz, 1998; Oyakawa et al., 2006). Importante componente 

da ictiofauna noturna de peixes de água doce da América do Sul os membros 

da ordem Gymnotiformes são divididos em cinco famílias: Gymnotidae, 

Sternopygidae, Rhamphichtydae, Hypopomidae, Apteronotidae (Albert e 

Campos-Da-Paz, 1998).  

Com anatomia externa bastante diferenciada dos demais peixes 

neotropicais os Gymnotiformes são facilmente identificáveis. Seus 

representantes possuem um corpo alongado e comprimido lateralmente, 

escamas ciclóides, nadadeiras dorsal e caudal ausentes, nadadeira anal muito 

longa com mais de 150 raios, olhos pequenos e geralmente recobertos por 

pele, órgãos internos compactados na porção anterior do corpo e o ânus 

localizado na altura das nadadeiras peitorais (Alves-Gomes, 1998). A porção 

caudal do corpo é alongada e a postura rígida em toda a porção pós-cranial do 

corpo é mantida por numerosos ossos intermusculares (Albert e Campos-da-

Paz, 1998; Oyakawa et al., 2006). 

Mesmo com tantas características únicas talvez a característica mais 

notável esteja na habilidade de autogerar e utilizar campos elétricos, tanto para 
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eletrolocalização de objetos e outros organismos, quanto para a interação 

social (Campos-da-Paz, 2003). Os órgãos de descarga elétrica (ODEs) podem 

ser classificados como sendo do tipo “onda” ou “pulso”, dependendo da taxa de 

repetição (Alves-Gomes 1998). Devido as suas características incomuns, mas 

relativamente simples, os ODEs dos Gymnotiformes tem sido alvo de diversos 

estudos, principalmente sobre neurobiologia e ecologia (Heiligenberg, 1990; 

Stopa e Hoshino, 1999; Stoddard, 2002). As descargas elétricas são 

específicas para cada espécie e são utilizadas como um caráter para 

identificação e descrição de espécies (Albert e Crampton, 2001). 

 

 

Figura 1 – Distribuição endêmica dos Gymnotiformes restrita a região Neotropical (Albert e 

Campos-da-Paz, 1998). 
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1.1 - Família Gymnotidade 

Os naked-back knifefishes como também é conhecida a família 

Gymnotidae caracterizam-se morfologicamente por possuírem um corpo mais 

cilíndrico e cabeça achatada, em relação aos outros Gymnotiformes. 

Compreende os gêneros Gymnotus e Eletrophurus, sendo que o último foi 

recentemente incluso na família e possui somente uma espécie (Albert, 2001). 

São peixes de pequeno a médio porte popularmente conhecidos como 

morenitas ou túviras (Graça e Pavanelli, 2007). 

Gymnotus é o gênero de Gymnotiformes mais amplamente distribuído e 

é encontrado na sua maioria em águas continentais da América do Sul, 

principalmente na bacia amazônica, com 18 espécies (Albert et al., 2005). É 

também o gênero mais especioso da ordem com 33 espécies descritas (Froese 

e Pauli, 2009), das quais 22 são brasileiras (Campos-da-Paz e Buckup, 2007). 

Os Gymnotideos são predadores noturnos agressivos e podem exibir um 

comportamento territorialista e de cuidado com a prole. Com relação a 

respiração estes peixes podem também respirar o ar atmosférico. As espécies 

de Gymnotus são capazes de usar parte de seu sistema de bexiga-natatória 

em certas ocasiões, enquanto que Eletrophorus é considerado dependente do 

ar-atmosférico, possuindo um órgão respiratório oral vascularizado (Campos-

da-Paz, 2003).  

As espécies de Gymnotus possuem escamas ciclóides, boca grande e 

prognata e são fracamente elétricos, enquanto as espécies de Eletrophorus, 

por outro lado, não possuem escamas, a boca é terminal e quando adultos são 

capazes de gerar descargas elétricas de até 600 volts (Campos-da-Paz, 2003). 

A presença de bandas pigmentadas é talvez a característica mais chamativa de 
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diversidade interespecífica e da variação geográfica em Gymnotus. Sendo que 

a condição plesiomórfica é a presença de 18 a 23 bandas obliquas e 

escuramente pigmentadas com ondulações nas margens que são pálidas nas 

fases de crescimento, resultando na aparência de pares de bandas nos 

adultos. O papel ecológico das bandas pigmentadas parece estar associado à 

função de coloração críptica e assim evitar a predação (Albert et al., 2005). 

Muitas espécies de Gymnotus são encontradas em assembléia. Na área 

de Tefé na Amazônia Ocidental, por exemplo, ocorrem 11 espécies em 

simpatria (Crampton, 1998; Albert e Crampton, 2001; Crampton et al., 2005). A 

capacidade de algumas regiões suportarem a coexistência de muitas espécies 

ainda é pouco conhecida. Estudos sugerem o papel de fatores ecológicos e 

históricos, bem como a natureza dos sinais elétricos específicos para cada 

espécie (Crampton et al., 2005). 

Segundo estes autores as assembléias de Gymnotus não representam o 

resultado de radiação local ou regional, mas de processos combinados 

incluindo especiação in situ, extinção, imigração e fatores ecológicos que 

permitiram a coexistência simpatrica. Margarido et al., (2007) atribuíram a 

condição simpatrica de três espécies de Gymnotus no Alto Rio Paraná a ação 

antrópica. A barragem do Rio Paraná para a construção da usina hidrelétrica 

de Itaipu permitiu o contato de espécies que até então estavam isoladas por 

uma barreira geográfica natural, as Sete Quedas, permitindo o contato e 

posteriormente levada a condição simpatrica de Gymnotus paraguensis, G. 

sylvius e a espécie invasora G. pantanal. Os autores levantaram outra hipótese 

também por interferência humana. O transporte da localidade de origem destas 
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espécies para outra região para serem utilizadas como iscas-vivas por 

pescadores, para a pesca de grandes peixes na região do Paraná.  

Contudo em nenhum dos casos relatados acima, ocorre a formação de 

híbridos interespecíficos, ressaltando as barreiras pré-zigóticas de isolamento 

entre as espécies. 

 

1.2 - Estudos citogenéticos na família Gymnotidae 

O gênero Gymnotus é o que apresenta maior número de estudos 

citogenéticos dentre os Gymnotiformes, das 33 espécies que compõem o grupo 

dez apresentam descrição de cariótipo, localização da região organizadora de 

núcleos (AG-RONs) e heterocromatina (Margarido et al., 2007; Lacerda e 

Maistro, 2007; Milhomen et al., 2007). Contudo, os estudos de mapeamento de 

genes ribossômicos são escassos, somente Gymnotus sylvius e Gymnotus 

carapo possuem descrição da localização do DNAr 5S e 18S (Claro, 2008). Os 

estudos citogenéticos realizados na família Gymnotidae estão sumarizados na 

tabela 1. 

O gênero Eletrophurus que possui uma única espécie foi recentemente 

cariotipado. Duas populações de Eletrophurus eletricus uma da do rio 

Amazonas (Almerim - Pará) e outra do rio Araguaia (Nova Crixás – Goiás) 

apresentaram padrão cromossômico observado para outros membros da 

família com 2n = 52 cromossomos e predomínio de morfologia 

meta/submetacêntricos. Contudo a localização das regiões organizadoras do 

nucléolo (Ag-RONs) foi divergente entre as duas populações. A população do 

rio Amazonas apresentou marcação pelo nitrato de Prata no par metacêntrico 

grande identificado como par 2, em região pericentromérica do braço longo, 
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com uma segunda marcação também em região pericentromérica do par 

metacêntrico 4, em somente um dos homólogos. A população do rio Araguaia 

apresentou somente um par metacêntrico, identificado como o primeiro par, 

também marcado pela Prata em região logo abaixo do centrômero (Fonteles et 

al., 2008). Este padrão se mostra divergente quando comparado ao outro 

gênero da família, Gymnotus que apresenta as RONs localizadas em região 

terminal do braço curto de cromossomos geralmente acrocêntricos (tabela 1). 

 

 1.2.1 - Cromossomos sexuais 

A presença de cromossomos sexuais determina diferenças cariotípicas 

entre o sexo feminino e o sexo masculino. Essa diferença, ou seja, a 

heterogametia pode ocorrer tanto nos machos quanto em fêmeas. Quando a 

heterogametia ocorre na fêmea o sistema é designado ZZ/ZW, onde o 

cromossomo identificado como W é o diferenciado. Este tipo de sistema 

cromossômico é amplamente descrito em grupos de invertebrados como 

Lepidóptera (Vítková et al., 2007) e considerado uma característica 

compartilhada entre répteis como cobras vipérides (Beçak et al., 2003) e esta 

na base da filogenia das aves (Matsubara et al., 2006). Quando a 

heterogametia ocorre no macho o sistema é identificado como XX/XY e o 

cromossomo Y é o heteromórfico. O sistema XX/XY já foi descrito para 

espécies de peixes e outros organismos, no entanto é comumente encontrado 

em mamíferos como uma característica basal (Matsubara et al., 2006). Os 

sistemas simples de diferenciação sexual, aqueles que envolvem somente um 

par de cromossomos, estão geralmente associados ao processo de 
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heterocromatinização total ou parcial do cromossomo heteromórfico W ou X 

(Charlesworth e Charlesworth, 2000).  

A diferenciação cromossômica entre os sexos pode também ser 

determinada por sistemas múltiplos de cromossomos sexuais, onde mais que 

um par cromossômico é responsável pela determinação sexual. São formados 

por eventos de translocação Robertsonianas, ou eventos de fissão e fusão, 

inversões com pouco ou quase nenhum envolvimento de heterocromatina 

como no caso dos peixes (Moreira-Filho et al., 1993). 

Em peixes a diferenciação cromossômica entre os sexos não é um 

evento comum, entretanto, com avanço dos estudos citogenéticos no grupo 

várias espécies em diferentes ordens já tiveram descrição de tal diferenciação. 

Por se tratar de um grupo de vertebrados basal e extremamente diverso é 

encontrado na literatura descrições de vários tipos de sistemas de 

cromossomos sexuais (Bertollo et al., 1997; Bertollo e Mestriner, 1998; Maistro 

et al., 1998; Born e Bertollo, 2000; Wasko et al., 2001; Venere et al., 2004; 

Silva e Margarido, 2005; Vicari et al., 2006). 

A ordem Gymnotiformes pode ser citada como um exemplo interessante 

para a presença de cromossomos sexuais em peixes. Das cinco famílias 

descritas para esta ordem três possuem espécies com cromossomos sexuais 

morfologicamente diferenciados, sendo que vários tipos tem sido descritos, 

sugerindo que o aparecimento destes sistemas seja independente, sem origem 

em um ancestral comum, sugerido pelas diferenças entre os cromossomos 

identificados como sexuais, presença de regiões heterocromáticas e 

principalmente pelo tipos de sistemas apresentados (Almeida-Toledo e Foresti, 

2001). 
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Até o momento foram descritos sistemas de cromossomos sexuais nas 

famílias Gymnotidae (Gymnotus pantanal), Sternopygidae (Eigenmannia sp.) e 

Hypopomidae (Brachyhypopomus pinicaudatus) (Silva e Margarido, 2005; 

Almeida-Toledo et al., 2000a; Almeida-Toledo et al., 2000b).  

A família Gymnotidae esta arranjada em posição basal dentro da ordem 

Gymnotiformes (Alves-Gomes et al., 1995; Albert, 2001) e como tal, a evolução 

cariotípica ganha destaque, especialmente em relação a presença, origem e 

diferenciação de cromossomos sexuais. 

 

1. 3 – Sequências de DNA repetitivo  

Sequências de DNA repetitivo são geralmente classificadas dentro de 

duas classes: sequências que são repetitivas em tandem, e que são arranjadas 

em sucessivas repetições como DNA satélites e microssatélites que são 

compostos por poucas centenas de pares de bases repetidas um milhão de 

vezes ou mais em cada genoma. Também por sequências que podem estar 

moderadas a altamente repetitivas e que estão dispersas pelo genoma, como 

elementos transponíveis e retroelementos (Jurka et al., 2005). Cópias deste 

tipo de sequência estão comumente associadas a regiões de heterocromatina, 

detectadas por técnicas como o bandamento C. Essas sequências não 

codificantes são extremamente importantes na organização estrutural e 

funcional do genoma eucarioto, a exemplo de regiões heterocromáticas 

pericentroméricas (Grady et al., 1992; Schueler et al., 2001). 

Sequências moderadamente repetitivas dispostas em tandem com 

função conhecida na síntese de proteínas são detectadas por sondas para os 

DNA ribossômicos (45S e 5S) muito conservados evolutivamente, similar em 
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todos os eucariotos, utilizado como uma ferramenta importante para estudos 

evolutivos.  

Em eucariotos arranjos em tandem dos genes RNA ribossômicos estão 

organizados em duas famílias multigênicas distintas, compostas por centenas 

de milhares de cópias. Uma família é representada pelo DNAr 45S a qual 

codifica os RNAr 18S, 5,8S e 28S, a qual é comumente localizada 

indiretamente por nitrato de prata, que se liga as proteínas envolvidas na 

transcrição. A outra é representada pelo DNAr 5S que codifica o RNAr 5S, um 

dos componentes da subunidade maior dos ribossomo. O arranjo do DNAr 5S 

consiste em sequências codificantes de 120 pb que são separadas umas das 

outras por um DNA espaçador não transcrito (NTS). Este DNAr não é 

localizado pelo nitrato de prata, sendo necessário a utilização de sondas 

específicas para a localização cromossômica através da hibridização in situ 

(Galetti, Jr. e Martins, 2006). 

Além do DNAr, sequências altamente repetitivas de DNA telomérico 

(TTAGGG)n que ocorre em região terminal de cada cromossomo e sequências 

de DNA centromérico (por ex. DNA alfa satélite humano), também são 

exemplos de sequências conservadas e repetidas em tandem, embora essa 

última possua geralmente grande diversidade de sequências distintas 

associadas (Guerra, 2004).  

É consenso que sequências repetitivas de DNA constituem um 

componente substancial do genoma de todos os eucariotos. No entanto, pouco 

se conhece a cerca de possíveis funções desta fração do genoma. 

Frequentemente, sequências repetitivas resultam de desvios do processo de 

replicação ou pela dispersão de elementos transponíveis. O excesso dessas 
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sequências requer um gasto maior de energia para a replicação, e ainda pode 

interferir o mecanismo de crossing-over, gerando recombinação desigual entre 

elementos homólogos (Hiesh e Fire, 2000). 

Contudo, é certo que as sequências repetitivas têm um papel importante 

na evolução da estrutura e função do genoma em vertebrados e outros 

eucariotos, e dada a grande porção do conteúdo de DNA as células e a 

variação do tamanho do genoma entre os eucariontes (Brenner et al., 1993). 

 

1.3.1 – Associação de elementos repetitivos a cromossomos sexuais 

 

Cromossomos sexuais ou alossomos, normalmente apresentam grandes 

blocos de heterocromatina (Artoni et al., 2001). Regiões heterocromáticas 

possuem grande quantidade de sequências repetitivas associadas, tanto de 

repetições em tandem como dispersas (Hiesh e Fire, 2000). Cromossomos em 

avançado estágio de diferenciação são depósitos de sequências repetitivas 

derivadas de elementos transponíveis como tranposons e retrotransposons 

(Charlesworth e Charlesworth, 2000). 

Segundo Charlesworth e Charlesworth (2000), o acúmulo de sequências 

repetitivas em proto-cromossomos sexuais é um passo inicial na diferenciação 

dos alossomos. O cromossomo portador de genes sexo-específico é suprimido 

de recombinação, e desta forma diverge, acumulando sequências repetitivas 

múltiplas incluindo elementos transponíveis. 

O peixe Platyfish (Xiphophorus maculatus) teve diversas sequências 

repetitivas isoladas de seus cromossomos X e Y, incluindo numerosos 

elementos transponíveis tais como: SINEs (Short interspersed nuclear 

element), LTR (long terminal repeat), MITE (miniature inverted repeat 
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transponable element) e retrovírus endógenos. Alguns desses identificados 

pela primeira vez em peixes e em vertebrados (Schultheis et al., 2006). Estes 

mesmos autores propuseram que as regiões de determinação sexual em 

Xiphophorus são ricas em elementos transponíveis e outras classes de DNA 

repetitivo que frequentemente podem sofrer rearranjos genômicos, 

particularmente duplicações e deleções. Alguns desses rearranjos podem 

corresponder a eventos iniciais de diferenciação molecular importantes para a 

supressão da recombinação ao redor dos locos de determinação sexual entre 

os cromossomos X e Y. 

Esta linha de pensamento parece se confirmar, altas concentrações de 

elementos transponíveis tem sido observadas em cromossomos sexuais de 

muito táxons distantes filogeneticamente como em grupos de invertebrados e 

mamíferos. Esta agregação causa remodelação dos cromossomos sexuais 

ocorrendo: (1) aprisionamento e acúmulo de retrotransposons; (2) 

silenciamento de genes que flanqueiam regiões sexo-específico; (3) 

duplicações de regiões do DNA; (4) deleção de genes e regiões intergênicas. 

Desta forma, o silenciamento e inativação de alelos do neo-Y forçam regiões 

homologas do neo-X em machos a adotar mecanismos de compensação de 

dose (Steinemann e Steinemann, 2005).  

Quanto aos peixes neotropicais são poucas as espécies com que 

possuem sequências repetitivas sexo-específico isoladas e mapeadas. 

Destacam-se algumas espécies da ordem Characifomres: Leporinus elongatus 

(Nakayama et al.,1994), Hoplias malabaricus (Born e Bertollo, 2000), espécies 

do gênero Triportheus (Artoni e Bertollo, 2002) e recentemente espécies do 

gênero Paradon e Apareidon (Schemberg , 2009). Tendo em vista a grande 
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diversidade da ictiofauna de peixes neotropicais, ressalta-se a necessidade da 

expansão de estudos destas sequências em outras ordens para a 

compreensão da associação das mesmas e a importância na evolução de 

cromossomos sexuais deste grupo. 

 

1.3.2 – Prospecção de sondas de DNA repetitivos 

 

A hibridização in situ fluorescente (FISH) representa uma tecnologia 

direta, rápida, de alta resolução e bastante eficaz para a detecção e 

mapeamento de sequências alvo de DNA por meio de uma sonda 

complementar a sequência de interesse. A revolução crescente desta técnica, 

não utilizando mais sondas radioativas permitiu grande expansão nas área da 

citogenética clínica, evolutiva e de mapeamento gênico (Yonenega-Yassuda, 

2004). As variantes da FISH como a Zoo-FISH (hibridação de sondas parciais 

de um grupo animal com propósito de checar homologia com outro grupo 

animal), e o GISH (hibridação cruzada de sondas a partir do genoma total de 

uma espécie em outra com o propósito de comparar homologias genômicas) 

tem auxiliado nos estudos e na compreensão da evolução cromossômica nos 

mais diversos grupos de vertebrados (Nieves et al., 2005; Hass et al., 2008). 

A integração de sequenciamento de DNA com o mapeamento 

cromossômico físico de elementos repetitivos pode prover um panorama 

melhor a cerca da estrutura e composição do genoma. Além disso, sequências 

de DNA repetitivo podem ser bons marcadores cromossômicos, utilizados em 

estudos evolutivos, identificação de rearranjos cromossômicos e identificação 

de cromossomos de determinação sexual (Teixeira et al., 2009). 
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A obtenção de sondas de DNA de natureza repetitiva pode ser obtida 

por diversas metodologias. Os procedimentos mais empregados são: Digestão 

do DNA genômico por enzimas de restrição. Uma enzima de restrição que 

produza clivagem em uma unidade de repetição produzirá cortes idênticos em 

todas as demais unidades desse DNA repetitivo organizado em tandem 

podendo ser visualizada como banda específica em gel de eletroforese. Esta 

pode ser recortada do gel e seu DNA extraído e utilizado como sonda (Guerra, 

2004).  

Bibliotecas genômicas são coleções de fragmentos de DNA inseridos em 

vetores de clonagem que juntos podem cobrir todo o genoma de um 

organismo, permitindo identificar sequências repetitivas dispersas por exemplo. 

Assim diversas sondas podem ser obtidas por reação em cadeia da polimerase 

(PCR), desde que se conheçam as sequências que flanqueiam o DNA alvo, 

para a construção de primers (Guerra, 2004). 

O isolamento de sequências repetitivas pode ser realizado pela técnica 

da cinética da reassociação do DNA – C0t -1. Essa técnica se baseia no 

aquecimento e quebra do DNA genômico sob pressão ou sonicamente, 

seguido pelo tratamento com a enzima S1- nuclease (Zwich et al., 1997; 

Ferreira e Martins, 2008). Utilizada primariamente para isolar sequências 

repetitivas que bloqueassem sinais inespecíficos na hibridização in situ, o C0t – 

1, vem sendo utilizado com sucesso na separação de sondas de DNA repetitivo 

de interesse para a compreensão da dinâmica evolutiva deste tipo de 

sequência em alguns grupos (Ferreira e Martins, 2008; Vicari et al., 2010). 

Cromossomos inteiros, ou em partes, também podem ser isolados e 

utilizados como sondas. Para isso metodologias de citometria de fluxo e 
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microdissecção ou raspagem cromossômicas tem sido empregadas. Após a 

separação do cromossomo de interesse este é amplificado por uma reação de 

PCR específica DOP-PCR (degenerate oligonucleotide primed PCR). Os 

iniciadores primers utilizados nesta reação de PCR são degenerados, e assim 

amplificam qualquer DNA fornecido na reação (Guerra, 2004).  

A utilização destas técnicas permitiu isolar todos os cromossomos de 

determinadas espécies, como os cromossomos da espécie humana e de 

camundongos. As sondas de cromossomos inteiros isolados permitiram 

investigar a evolução cromossômica através de pinturas nas espécies 

relacionadas filogeneticamente, reconstruindo a história evolutiva dos 

cromossomos em táxons relacionados (Pieczarka e Nagamachi, 2004). 
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Tabela 1: Dados citogenéticos descrito para espécies da família Gymnotidae 

Espécie 2n Fórmula 

cromossômica 

Nº Par portador 

da RON 

Localização da heterocromatina Localidade *Ref. 

Eletrophurus eletricus 52 42m/sm+10a 2q (sm), 4q (sm) Pericentromérica em todos os 
cromossomos, e associadas 
RONs 

Rio Amazonas – 

Almerim – PA BR 1* 

 52 42m/sm+10a 1q (sm) Pericentromérica em todos os 
cromossomos, e associadas 
RONs 

Rio Araguaia – 

Nova Crixás – GO 

BR 

 

1* 

G. inaequilabiatus 52 40m+10sm+2st/a 23p (sm) Pericentromérica em todos os 
cromossomos, e associadas 
RONs 

Bacia do alto rio 

Paraná – Rio Claro 

SP BR 

2* 

G. paraguensis 54 44m+8sm+2st/a 1p(m) Pericentromérica em todos os 
cromossomos, e associadas 
RONs 

Alfenas - MG 3* 

 54 52/m/sm+2st/a 27p(st/a) Pericentromérica em todos os 
cromossomos, e associadas 
RONs 

Alto rio Paraná-

Guaira PR 

4* 

 54 44m+8sm+2st/a 1p(sm) Pericentromérica em todos os 
cromossomos, e associadas 
RONs 

Alto Rio Paraná 2* 

G. pantherinus 52 38m+8sm+6st/a 24p(st/a) Pericentromérica em todos os 
cromossomos, e associadas 
RONs 

Bacia Costeira do 

Leste - BR 

2* 

 52 38m+8sm+2st/a 24p (st/a) Pericentromérica em todos os 
cromossomos, e associadas 
RONs 

Alto Rio Paraná 2* 

G. sylvius 40 28m+10sm+2st/a 18p(sm) Pericentromérica em todos os 
cromossomos, e associadas 
RONs 

Alto Rio Paraná 2* 
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 40 28m+10sm+2st/a 18p(st/a) Pericentromérica em todos os 
cromossomos, e associadas 
RONs 

Bacia Costeira do 

Leste BR 

2* 

 40 36m/sm+4st/a 20p(st/a) Pericentromérica em todos os 
cromossomos, e associadas 
RONs 

Alto Rio Paraná – 

Guaira PR BR 

4* 

 40 30m/sm+10st/a 4p(m/sm) Pericentromérica em todos os 
cromossomos, e associadas 
RONs 

Miracatu e São 

Simão - SP 

5* 

 40 36m/sm+4st/a 19p(st/a) Pericentromérica em todos os 
cromossomos, e associadas 
RONs 

Alfenas – MG BR 3* 

G. pantanal 39/40 15m/sm+24st/a (♂) 

14m/sm+26st/a (♀) 

15p (st/a) Pericentromérica em todos os 
cromossomos, e associadas 
RONs 

Baixo rio Paraná – 

Pantanal - MT BR 

6* 

 39/40 15m/sm+24st/a (♂) 

14m/sm+26st/a (♀) 

16p (st/a) Pericentromérica em todos os 
cromossomos, e associadas 
RONs 

Alto Rio Paraná – 

Guairá PR-BR 

4* 

G. cf. carapo 54 54m/sm 2p(m/sm) Pericentromérica em todos os 
cromossomos, e associadas 
RONs 

Miracatu -SP 7* 

 54 54m/sm 2p(m/sm) Pericentromérica em todos os 
cromossomos, e associadas 
RONs 

Botucatu – SP 7* 

 52 50m/sm+2st/a 2p(m/sm) Pericentromérica em todos os 
cromossomos, e associadas 
RONs 

Brotas – SP 7* 

 48 34m/sm+10st/a - Pericentromérica em todos os 
cromossomos, e associadas 
RONs 

Humaitá- AM 7* 

 42 32m/sm+10st/a 18p(st/a) Pericentromérica em todos os 
cromossomos, e associadas 
RONs 

Belém – PA 7* 

 54 44m+8sm+2st/a 1p(m) Pericentromérica em todos os 
cromossomos, e associadas 
RONs 

Mogi Guaçu –SP 7* 
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 81 66m+12sm3st/a 

(triplóide) 

1p(m) Pericentromérica em todos os 
cromossomos, e associadas 
RONs 

Rio Mogi Guaçu 

SP 

2* 

 54 44sm+8sm+2st/a 1p(m) Pericentromérica em todos os 
cromossomos, e associadas 
RONs 

Bacia Costeira do 

Leste - BR 

8* 

Gymnotus sp 52 50m/sm+2st/a - Pericentromérica em todos os 
cromossomos, e associadas 
RONs 

Miracatu – SP 7* 

 50 26m/sm+24st/a p(m) Pericentromérica em todos os 
cromossomos, e associadas 
RONs 

Alfenas – MG BR 3* 

 40 14m/sm+26st/a p(a) Pericentromérica em todos os 
cromossomos, e associadas 
RONs 

Rio Riachuelo - 

ARG 

9* 

Referências: (1*)Fonteles et al.,2008; (2*)Fernandes-Matioli et al., 1998;(3*) Maistro e Lacerda, 2007; (4*) Margarido et al., 2007; 

(5*) Fernandes et al., 2005;(6*) Silva e Margarido, 2005; (7*) Foresti et al., 1984; (8*) Fernandes-Matioli e Almeida-Toledo (2001); 

(9*) Sánches et al., 2004. 
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2 – Justificativa e Objetivos 

Mesmo a família Gymnotidae possuindo o maior número de estudos 

citogenéticos dentro da ordem Gymnotiformes, existe uma carência quanto a 

estudos citogenéticos moleculares dentro da família. O comportamento 

meiótico dos cromossomos, em especial os cromossomos sexuais. Por ocupar 

uma posição basal na filogenia da ordem os Gymnotidae ganham destaque 

para estudos evolutivos. A análise do comportamento dos cromossomos 

sexuais bem como as sequências repetitivas associadas são de grande 

interesse na compreensão da dinâmica evolutiva da estrutura cariotípica e a 

presença de dimorfismo cromossômico relacionado ao sexo do gênero 

Gymnotus.  

Usando marcadores citogenéticos convencionais e moleculares o 

presente trabalho visou analisar três espécies do gênero Gymnotus: G. sylvius, 

G. pantanal e G. paraguensis que habitam em simpatria o rio Piquiri Bacia do 

alto rio Paraná na região de Formosa do Oeste – Paraná – Brasil (Figura 3), 

dando ênfase para o comportamento dos cromossomos sexuais em G. 

pantanal.  

As seguintes metas específicas foram estabelecidas: 

1 - Analisar o comportamento meiótico dos cromossomos sexuais em G. 

pantanal.  

2 – Isolar sequências repetitivas nas três espécies e mapear a sua 

localização. 

3 – Associar as sequências isoladas com os cromossomos sexuais em 

G. pantanal. 
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4 – Realizar o mapeamento físico do DNAr 5S em G. pantanal e G. 

paraguensis. 

 

3 – Material e Métodos 

3.1 – Objeto de estudo e locais de coleta 

Nesse estudo foram amostrados 58 espécimes do gênero Gymnotus: G. 

paraguensis 12 (4 fêmeas e 8 machos), 21 espécimes G. sylvius (7 fêmeas e 

14 machos) e 25 espécimes de G. pantanal (12 fêmeas e 13 machos) (Figura 

2). Coletados no rio Piquiri, região de Formosa do Oeste – PR- BR, bacia do 

Alto rio Paraná (Figura 3). 

 

 

Figura 2: Espécimes do gênero Gymnotus: a) G. paraguensis; b) G. sylvius e c) G. pantanal. 

Barra 2 cm. 
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Figura 3: Mapa hidrográfico do Paraná. Em destaque local de coleta. 

 

3.2 – Metodologias 

3.2.1 – Citogenética convencional 

A técnica utilizada para obtenção de cromossomos mitóticos foi a 

descrita por Bertollo et al., (1978) (anexo 5.1.1). A preparação e análise de 
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cromossomos meióticos seguiram o método descrito por Kligermann e Bloom 

(1977) (anexo 5.1.7). O procedimento utilizado para detecção das regiões 

organizadoras de nucléolos e bandamento C foi o proposto por Howell e Black 

(1980) e Sumner (1972), respectivamente (anexo 5.1.4 e 5.1.5).  

Os cromossomos foram organizados em classes quanto ao tipo 

morfológico em metacêntricos (m), submetacêntrico (sm), subtelocêntrico (st) e 

acrocêntrico (a), dependendo da sua razão de braços (Levan et al., 1964), e 

arranjados em tamanho decrescente nos cariótipos (anexos 5.1.6). 

 

3.2.2 – Citogenética Molecular 

A hibridização in situ fluorescente (FISH) para localização de sondas de 

DNAr 5S e sondas obtidas por C0t – 1, foi realizada de acordo com Pinkel et al. 

(1986) (anexo 5.2.1). As sondas de DNAr 5S foram obtidas através de reação 

em cadeia da polimerase (polimerase chain reaction – PCR) utilizando os 

primers 5’-TACGCCCGATCTCGTCCGATC-3’ e 5′-

CAGGCTGGTATGGCCGTAAGC-3′ isolados de truta arco-íris (Komiya e 

Takemura 1979; Martins e Galetti Jr., 1999). A amplificação foi realizada via 

PCR com termociclador BJI®: 5 min. a 94°C; 35 ciclos (1 min 95°C, 30s. a 55°C, 

45s a 72°C e 5 min. a 72°C). Os produtos obtidos foram verificados em gel de 

agarose 1% (anexo 5.2.6). As sondas foram marcadas por reações de nick 

translation, com digoxigenina 11-dUTP (Roche®). Para o reconhecimento do 

sinal foi utilizado anti digoxigenina-rodamina (Roche®). 

Para a obtenção de sondas de DNA repetitivos de foram utilizadas as 

técnicas de C0t -1 DNA descrita por Zwick et al. (1997) (anexo 5.2.2) que está 

baseada na cinética de reassociação do DNA e digestão enzimática por 
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S1nuclease. A extração de DNA genômico foi realizada de acordo com o 

método fenol-clorofórmio (Sambrook e Russel, 2001), e também através do 

método utilizando tampão CTAB (Murray e Thompson, 1980) (anexos 5.2.4 e 

5.2.5). 

Clonagem dos fragmentos isolados por C0t – 1 foi procedido conforme 

protocolo do Kit de clonagem RPN5110 no plasmídeo vetor pMOSBlue Blunt 

ended (Amersham Biociences®) para serem posteriormente sequenciadas. O 

seqüenciamento das amostras foi realizado no laboratório ACTGene (Centro de 

Biotecnologia, UFRGS, Porto Alegre, RS) utilizando o sequenciador automático 

ABI-PRISM 3100 Genetic Analyzer armado com capilares de 50 cm e polímero 

POP6 (Applied Biosystems®). Os DNAs-molde (30 a 45 ng) foram marcados 

utilizando-se 3,2 pmol do primer 5’-NNNNNNNNNNNN-3’E 2µL do reagente 

BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing RR-110 (Applied Biosystems®) com 

uma etapa de desnaturação inicial a 96ºC por 3min seguida de 25 ciclos de 

96ºC por 10seg., 55ºC por 5seg. e 60ºC por 4min. Após marcadas, as amostras 

foram pourificadas pela precipitação com isopropanol e lavagem com etanol 

70%. Os produtos precipitados foram diluídos em 10µL de formamida, 

desnaturados a 95ºC por 5 min, resfriados em gelo por 5min e eletroinjetados 

no seqüenciador automático. Os dados de seqüenciamento foram coletados 

utilizando-se o programa Data Collection v1.0.1( Applied Biosystems®) com os 

parâmetros Dye Set “Z”; Mobility File “DT3100POP6{BDv3}.mob”; BioLIMS 

“3100Project1” Run Module 1 “StdSeq50_50cm_cfv_100”; e Analysis Module 

“BC-3100SR_Seq_Fasta.saz”. 

A análise das metafases foram realizadas em microscópio de 

epifluorescência Olympus BX41®. As imagens cromossômicas foram 
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capturadas com a utilização de com o sistema de captura de Imagens CCD 

Olympus DP 71®. 

 

4. Resultados 

 

 

 

 

 

 

Os resultados estão organizados em três capítulos correspondentes aos 

artigos científicos 
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Capítulo I 

Mapeamento e composição das regiões repetitivas e heterocromáticas de 

Gymnotus sylvius e Gymnotus paraguensis 
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Capítulo I 

Mapeamento e composição das regiões repetitivas e heterocromáticas de 

Gymnotus sylvius e Gymnotus paraguensis 

 

Abstract 

The location of repetitive DNA sequences is commonly associated at 

heterochromatin blocks. The sequences of these regions can represents 

satellites DNA of different compositions. In this study were isolated and mapped 

repetitive DNA sequences of Gymnotus sylvius and G. paraguensis. The 

localization of these sequences, when submitted to fluorescent in situ 

hybridization (FISH) showed association exclusive with centromeres of all 

chromosomes. The hybridization of isolated sequences of each species with 

other not presented positive signals of FISH, showing high level of specificity of 

heterochromatic sequences in these species. In conclusion the sequences that 

compose the heterochromatin of two species studied are considered specie-

specific.  

 

Key works:  FISH, Heterochromatin, repetitive DNA, C0t-1 

 

Resumo 

A localização de sequências de natureza repetitiva está comumente associada 

a regiões coincidentes aos blocos de heterocromatina, as quais podem ter 

diferentes sequências satélites. No presente trabalho foram isoladas e 

mapeadas sequências de DNA repetitivos de duas espécies do gênero 

sylvius e Gymnotus paraguensis 
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Gymnotus: G. sylvius e G. paraguensis. A localização destas sequências 

quando submetidas à hibridação fluorescente in situ (FISH) revelou exclusiva 

associação com a região pericentromérica dos cromossomos das duas 

espécies. A hibridização cruzada de sequências isoladas de uma espécie em 

outra não apresentou marcação, mostrando alto nível de especificidade das 

regiões que compõem a heterocramatina destas espécies confirmado pelo 

sequenciamento, e principalmente no que se refere a composição 

pericentromérica, demonstrando inclusive que esse DNA de natureza repetitiva 

pode ser considerado um marcador espécie-específico. 

 

Palavras-chave: FISH, Heterocromatina, DNA repetitivas, C0t-1 

 

Introdução 

Sequências de DNA repetitivo estão amplamente distribuídas nos 

genomas dos eucariontes (Heslop-Harrison, 2000). São geralmente 

classificadas dentro de duas classes: sequências que são repetitivas em 

tandem, arranjadas em sucessivas repetições como DNA satélites, 

minissatélites e microssatélites que são compostos por poucas centenas de 

pares de bases repetidas um milhão de vezes ou mais em cada genoma. 

Também por sequências que podem estar moderadas a altamente repetitivas e 

que estão dispersas pelo genoma, como elementos transponíveis e 

retroelementos (Jurka et al., 2005). Cópias deste tipo de sequência estão 

comumente associadas a regiões de heterocromatina, detectadas por técnicas 

como o bandamento C. Essas sequências são extremamente importantes na 

sylvius e Gymnotus paraguensis 
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organização estrutural e funcional do genoma eucarioto, a exemplo de regiões 

heterocromáticas pericentromérica (Grady et al., 1992; Schueler et al., 2001). 

A distribuição da heterocromatina nos cromossomos de peixes está 

preferencialmente disposta em região pericentromérica e relacionada à função 

estrutural dos cromossomos (Martins et al., 2006; Mazzuchelli e Martins, 2008). 

As sequências repetidas presentes na heterocromatina centromérica 

desempenham um papel fundamental no comportamento dos cromossomos 

durante a divisão celular, devido a afinidade com proteínas do fuso que se 

ligam a estas sequências (Csink e Henikoff, 1998). 

Com os avanços da citogenética molecular sequências de DNA 

repetitivo podem prover um bom marcador cromossômico para o estudo da 

evolução das espécies, identificação de cromossomos sexuais e rearranjos 

cromossômicos (Ferreira e Martins, 2007). O mapeamento de sequências de 

DNA repetitivos derivadas de elementos transponíveis do tipo SINE e LINE 

(Oliveira e Wright, 1998; Oliveira et al., 1999) retrotransposons non-LTR da 

família Rex (Volff et al., 1999) no peixe Oreochromis niloticus revelaram fortes 

marcações em regiões heterocromáticas. 

A ordem Gymnotiformes compreende as espécies de peixes neotropicais 

conhecidas como peixes elétricos. Estudos citogenéticos nestes peixes 

evidenciam distribuição da heterocromatina preferencialmente localizada na 

região pericentromérica dos cromossomos (Almeida-Toledo et al., 2001, 

Margarido et al., 2007). A investigação do DNA repetitivo presente na 

composição do genoma do grupo ainda é pouco estudada, sendo recente a 

descrição de alguns casos como em Eigenmannia virescens na família 

sylvius e Gymnotus paraguensis 
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Sternopygidae (Henning, 2007), G. sylvius e G. carapo na família Gymnotidae 

(Claro, 2008).  

No presente estudo, foram isoladas e mapeadas sequências de DNA 

repetitivo em duas espécies de peixes elétricos (G. paraguensis e G. sylvius) 

com o intuito de ampliar o conhecimento acerca da composição das 

sequências que compõem a heterocromatina destas espécies, e ainda 

investigar a presença de sequências repetitivas originadas por introdução de 

elementos transponíveis. 

 

Material e Métodos 

Foram analisados 12 espécimes (4 fêmeas e 8 machos) de G. 

paraguensis, e 21 (7 fêmeas e 14 machos) de G. sylvius. A obtenção de 

cromossomos mitóticos seguiu o protocolo descrito por Bertollo et al. (1978). O 

bandamento C foi realizado segundo Summer (1972). A extração de DNA 

genômico foi realizada de acordo com o método fenol-clorofórmio (Sambrook e 

Russel, 2001). Para a obtenção de sondas de DNA repetitivos foram utilizadas 

as técnicas de Cot-1 DNA descrita por Zwick et al. (1997), adaptado por Vicari 

et al.,(in press) que está baseada na cinética de reassociação do DNA e 

digestão enzimática por S1 nuclease. As sondas foram marcadas por reações 

de nick translation com digoxigenina 11-dUTP (Roche®). Para o 

reconhecimento do sinal foi utilizado anti digoxigenina-rodamina (Roche®). O 

procedimento de hibridização seguiu o protocolo descrito por Pinkel et al. 

(1986), sob condição de alta estringência (77%) (2,5 ng/μL de cada sonda, 50 

% de formamida deonizada, 10% sulfato de dextrano, 2X SSC a 37°C por 18 

sylvius e Gymnotus paraguensis 
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horas). Os cromossomos foram contracorados com DAPI em meio de 

montagem Vectashield (Vector®). As preparações foram analisadas em 

microscópio de epifluorescência Olympus BX41® acoplado a câmera CCD 

Olympus DP-71®. Para a captura das imagens foi utilizado o software DP 

controler® (Olympus). As sondas com sinais positivos de hibridização tiveram o 

produto de PCR purificados e clonados com o Kit de clonagem RPN5110 no 

plasmídeo vetor pMOSBlue Blunt ended (Amersham Biociences®) para serem 

posteriormente sequenciadas. O sequenciamento das amostras foi realizado no 

laboratório ACTGene (Centro de Biotecnologia, UFRGS, Porto Alegre, RS) 

utilizando o sequenciador automático ABI-PRISM 3100 Genetic Analyzer 

armado com capilares de 50 cm e polímero POP6 (Applied Biosystems®). Os 

DNAs-molde (30 a 45 ng) foram marcados utilizando-se 3,2 pmol do primer 5’-

NNNNNNNNNNNN-3’E 2µL do reagente BigDye Terminator v3.1 Cycle 

Sequencing RR-110 (Applied Biosystems®). Os dados de sequenciamento 

foram coletados utilizando-se o programa Data Collection v1.0.1(Applied 

Biosystems®) com os parâmetros Dye Set “Z”; Mobility File 

“DT3100POP6{BDv3}.mob”; BioLIMS “3100Project1” Run Module 1 

“StdSeq50_50cm_cfv_100”; e Analysis Module “BC-3100SR_Seq_Fasta.saz”. 

As sequências foram alinhadas e editadas pelo programa CLUSTAL W 

(Thompson et al., 1994) usando os seguintes parâmetros nos alinhamentos: 

6.66 e 10.0 para abertura e extensão de gaps, respectivamente nos 

alinhamentos par-a-par e 10.0 e 15.0 para abertura e extensão de gaps nos 

alinhamentos múltiplos. Um dendograma de agrupamento entre as sequências 

sylvius e Gymnotus paraguensis 
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isoladas por C0t-1 foi realizada com o método de Neigbor-Joining e UPGMA no 

programa computacional v. 4.0b10 (Swofford, 2002). 

Resultados 

Foram isoladas e clonadas sequências de DNA reptitivo de G. sylvius, e 

G. paraguensis. Os fragmentos isolados por C0t-1 mostraram tamanho entre 

100 e 300pb (Figura 1). Quando submetidos a hibridização in situ (FISH) as 

sondas cot-total apresentaram marcação em região pericentromérica de todos 

os cromossomos das duas espécies estudadas, a excessão dos pares 

cromossômicos 16 e 17 em G. sylvius (Figura 6a). G. paraguensis evidenciou 

um heteromorfismo de tamanho no braço curto relacionado ao acúmulo 

diferencial de heterocromatina entre os homólogos (Figura 6b). A região em 

que as sondas hibridizaram é coincidente com a localização dos blocos 

heterocromáticos nas duas espécies. 

A hibridização das sequências isoladas de uma espécie em outra 

(hibridização cruzada) não revelou sinais fluorescentes de hibridação. O 

sequenciamento das sequências isoladas de G. paraguensis mostrou dois 

fragmentos de 473pb e 206pb, respectivamente. Quando submetidas a BLAST 

no Gene Bank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) mostrou identidade de 95% 

com microssatélite de Salmo solar (salmão) depositada neste banco de dados. 

O fragmento do clone1 mostrou composição bastante heterogênea. A 

sequência do clone2 apresentou 206pb, com uma repetição de dinucleotídeo 

CAn. O alinhamento das duas sequências mostrou pouca homologia (figura 2). 

Os três fragmentos sequenciados de G. sylvius apresentaram 124 pb, 202 pb e 

123 pb cada. A composição foi também bastante heterogenea sem repetições 

sylvius e Gymnotus paraguensis 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast


Programa de Pós-Graduação em Biologia Evolutiva 44  
 

  

Capítulo I: Mapeamento e composição das regiões repetitivas e heterocromáticas de Gymnotus 

organizadas como mostrado no alinhamento (Figura 3), não apresentando 

identidade com sequências depositadas no Gene Bank. 

Um dendograma de agrupamento para estimar a semelhaça entre todas 

as sequências obtidas foi gerado através do metódo da parcimônia (Figura 4). 

As sequências de G. sylvius foram agrupadas em um único ramo, e as obtidas 

de G. paraguensis ficaram isoladas em dois outros ramos separados.  

 

Discussão 

As sequências que compõem a heterocromatina vêm, nos últimos anos, 

sendo intensamente estudada. Até pouco tempo atrás considerada DNA lixo, 

sabe-se hoje que estas sequências podem estar envolvidas no processo de 

replicação do DNA (Li et al., 2002), recombinação (Bit et al., 1999), expressão 

gênica (Liu et al., 2001), na diferenciação de cromossomos sexuais em peixes 

(Parise-Maltempi et al., 2007), ou seja, na organização estrutural e funcional do 

genoma em geral. Essas sequências repetidas podem também estar 

envolvidas em rearranjos cromossômicos, tais como deleções, duplicações, 

inversões e translocações recíprocas, sendo responsáveis por proporções 

significativas das variações cariotípicas observadas em muitos grupos (Kidwell, 

2002).  

A heterocromatina nas espécies de Gymnotus está localizada 

preferencialmente nas regiões próximo ao centrômero (Margarido et al., 2007, 

Millhomen et al., 2007). As espécies de Gymnotus aqui estudadas revelaram 

através do bandamento C heterocromatina localizada na região 

sylvius e Gymnotus paraguensis 
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pericentromérica (Figura 5a e b) da maioria dos cromossomos, uma 

característica muito conservada na família Gymnotidae. 

Regiões ao redor dos centrômeros são associadas a uma rápida taxa 

evolutiva devido à supressão da recombinação e que inicia o acúmulo de 

sequências repetitivas (Charlesworth et al., 1994; Topp e Dave, 2006). A 

associação da heterocromatina com sequências repetitivas é crucial para a 

organização funcional de estruturas cromossômicas como os centrômeros. 

Resultados obtidos para Oreochromis niloticus através de GISH (Genomic in 

situ hibridization) indicam que a heterocromatina presente em região 

pericentromérica é espécie-especifica (Targino et al., 2009), e que estas 

regiões são compostas de elementos de DNA repetitivo e elementos 

transponíveis (Oliveira e Wright, 1998, Oliveira et al., 1999; Grewal e Jia, 2007). 

Os fragmentos de DNA repetitivo isolados de G. silvius e G. paraguensis 

apresentaram localização pericentromérica, coincidente com a região 

heterocromática observada pelo bandamento C. Entretanto, quando as 

sequências isoladas de uma espécie foram utilizadas como sondas para 

hibridizar reciprocamente na outra, nenhuma marcação foi visualizada 

mostrando que estas possuem alto nível de especificidade, além disso, ficou 

evidenciado a natureza heterogênea das sequências que compõem a 

heterocramatina destas espécies. O sequenciamento revelou sequências 

exclusivas presente em cada espécie. Três sequências foram isoladas em G. 

sylvius e duas em G. paraguensis. Por outro lado a associação de sequências 

repetitivas a heterocromatina está presente em grupos eucariotos distantes 

como Drosophila (Pimpinelli et al., 1995) e plantas (Presting et al., 1998). Estes 

sylvius e Gymnotus paraguensis 
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dados suportam o papel estrutural proposto para estas sequências na evolução 

do genoma (Dimitri e Junakovic, 1999), diferentemente do que observamos 

para as sequências repetitivas isoladas para o genoma de G. sylvius e G. 

paraguensis. Neste caso, apesar de apresentarem uma distribuição ampla pelo 

cariótipo devido, muito provavelmente a evolução em concerto, estas 

sequências aparentemente não apresentem funcionalidade relacionada com 

sua composição. 

A investigação das sequências que compõem a heterocromatina em 

Gymnotiformes ainda é recente. Henning et al., (2008), isolaram por 

microdissecção o cromossomo Y de Eigenmannia virescens que possui grande 

quantidade de heterocromatina. Em adição, realizaram o mapeamento fisíco 

dessas sequências em região centromérica e telomérica de cromossomos 

autossômicos de espécies próximas que não apresentam diferenciação 

cromossômica entre os sexos. 

Somente mais duas espécies de Gymnotiformes possuem sequências 

repetitivas descritas. Claro (2008) isolou sequências repetitivas através de 

digestão enzimática com a enzima AluI e HaeIII em G. sylvius e G. carapo. Os 

fragmentos isolados com ~300pb apresentaram distribuição dispersa nas duas 

espécies, e localização semelhante dos fragmentos isolados com as duas 

enzimas. Em G. carapo ainda foi possível a identificação de um elemento 

transponível do tipo SINE em fragmentos isolados com AluI que ao serem 

submetidos a hibridização em G. sylvius apresentou marcação, mais em região 

diferente a apresentada em G. carapo. Todas essas sequências apresentaram 

marcações dispersas não coincidentes com bandas de hetrocromatina 

sylvius e Gymnotus paraguensis 
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sugerindo que essas sequências sejam importantes na evolução e organização 

de regiões não codificantes do DNA (Buldyrev,1995) o que torna o sinal de 

hibridização muito disperso.  

As espécies analisadas no presente trabalho mostraram padrão espécie-

especifico das sequências repetitivas que estão presentes na região ao redor 

do centrômero. Embora a localização da hetrocromatina seja extremamente 

conservada nestas espécies (Margarido et al., 2007, Milhomen et al., 2007), a 

composição desta região pode ser considerada um importante marcador 

evolutivo e para a citotaxonomia do grupo. 
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As referências citadas neste capítulo são apresentadas no final da 

dissertação no item Referências Bibliográficas. 

 

sylvius e Gymnotus paraguensis 
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Figura 1: Gel de agarose 1%Sequências isoladas por 
C0t – 1. a)DNA após 1 min. na autoclave; b) DNA após 
tratamento com a enzima S1 nuclease. 
 

Sequêcias de G. paraguensis e G. sylvius 
 
G. paraguensis clone 1 = 473 bp 
 
GACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTGAGTTAGCTCACTCATTAGGCACCCCAGG
CTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGG
AAACAGCTATGACCATGATTACGCCAAGCTCTAATACGACTCACTATAGGGAAAGCTTGCATGCCTG
CAGGTCGACTCTAGAGGATCTACTAGTCATATGGATTGGGGTTGGGGTCTGGGTCCATTGCATAATT
GGATCTAATTCTTTTTTGTTTGTTTGCAGTCAGTCAAGTGTCACAAGGGTCAGGGTGCACTTATCAA
CTCAGTCCAAGAATTTGTAGGACACACCATCAGTAGTGTCCCTCAGAATCCTTGGCTAAAGGCCTGC
CAATATTAGTCCAAATGCTTTAGGGGTAGATCGGATCCCCGGGTACCGAGCTCGAATCCTGCCTTTT
GGGG 
 
G. paraguensis clone 2 = 206 bp 
 
GGAAACAGCTATGACCATGATTACGCCAAGCTCTAATACGACTCACTATAGGGAAAGCTTGCATGCC
TGCAGGTCGACTCTAGAGGATCTAATAGTCATATGGATACACACACACACACACACACACACACACA
CACACACACACACACACACACACACACACACACTAATCGGATCCCCGGGTACCGAGCTCGAATCCTG
CTTTG 
 

G. sylvius clone 1 =124 bp 
 
TTAACTTCCTGACCGATCTAGAGGACTACTAGTCATATGGATCTGGCTGTGCATCACTGGCTGTGCA
TCACTCCTTGTGTATCACTGGCTGTGTATCACTGGCTGTACACCCACTCCTTTGATC 
 
G.sylviusclone2=202bp 
 
TCATATGGATTTCCTGCTGAAGCAGGACACGGCTGTTTCCTGCTGGCGTCCTGGCTTCCTGCACACT
GGACTGGTTCCCTCTATCTAATCAGTCACTGTACACTGGACAGGTTCCCTCTATCTAATCAGTCACT
GCAAACTGGACTGGTTCCCTCTATCTATCGGATCCCCGGGTACCGAGCTCGAATCCCTGCTTTTGGG
G 
 
G.sylviusclone3=123bp 
 
GAAAGGGCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATCCTCCAAAAGGGCGGAGCCTATGGAAAAA
CACCAGCAAGGCGATCGGTCCCCGGGACCCGAAGCTTGGAATGCGGGGGGGGTTGG 
 
 

sylvius e Gymnotus paraguensis 
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Figura 2: Alinhamento das Sequências clonadas de G.paraguensis. Os pontos indicam as bases idênticas. 
Os traços indicam indels. 

 

 
   

Figura 3: Alinhamento das sequências clonadas de G.sylvius. Os pontos indicam as bases idênticas. Os 
traços indicam indels. 
 

 
 
 

Figura 4: Dendograma de agrupamento entre as sequências clonadas,pelo método de parcimônia. 

sylvius e Gymnotus paraguensis 
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Figura 5: Bandamento C a) G. sylvius; b) G. paraguensis. Marcações em região pericentromérica. 
Barra 10 µm. 

 

 
 

Figura 6 – Hibridização in situ com as sondas isoladas por C0 t –.sylvius; b)G.paraguensis.Barra=10µm 

sylvius e Gymnotus paraguensis 
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sylvius e Gymnotus paraguensis 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Capítulo II 

DNA repetitivo e comportamento meiótico dos cromossomos sexuais de 

Gymnotus pantanal (Gymnotiformes, Gymnotidae) 
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Capítulo II 

DNA repetitivo e comportamento meiótico dos cromossomos sexuais de 

Gymnotus pantanal (Gymnotiformes, Gymnotidae) 

 

Abstract 

Neotropical fish present low rate of chromosomal differentiation between the 

sexes. Gymnotus pantanal has a multiple sexual determination system of  the 

type X1X1X2X2/X1X2Y, with small heterochromatin, restrict only to centromeres. 

The meiotic behaviour of sexual chromosomes involved in this system form a 

trivalent totally pared at pachytene showing high level of homology. The cells of 

metaphase II present 19 and 20 chromosomes, normal disjunction of sex 

chromosomes and formation of balanced gametes with 18+X1X2 and 18+Y 

chromosomes, respectively. The small amount of heterochromatin and 

repetitive DNA involved in this system, associate to high similarity of 

chromosomes, suggest a recent origin of X1X1X2X2/X1X2Y system in G. 

pantanal. 

 

Key-words: Meiosis, Sex chromosomes, repetitive DNA 

 

Resumo 

Peixes neotropicais apresentam baixa frequência de espécies com 

diferenciação cromossômica entre os sexos. Gymnotus pantanal possui um 

sistema múltiplo de determinação sexual do tipo X1X1X2X2/X1X2Y, com pouca 

heterocromatina, restrita somente aos centrômeros. O comportamento meiótico 

dos cromossomos sexuais envolvidos nesse sistema implica na formação de 
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um trivalente no paquíteno pareado linearmente, com alto nível de homologia. 

A metáfase II apresenta 19 e 20 cromossomos, sugerindo a segregação típica 

dos cromossomos sexuais, formando gametas balanceados com 18+X1X2 e 

18+Y cromossomos, respectivamente. A pouca quantidade de heterocromatina 

e DNA repetitivo envolvidos nesse sistema de diferenciação cromossômica, 

associado à grande homologia apresentada pelo pareamento total dos 

cromossomos, sugerem uma origem recente para o sistema X1X1X2X2/X1X2Y 

verificado em G. pantanal. 

 

Palavras–chave: Meiose, Cromossomos sexuais, DNA repetitivo. 

 

Introdução 

Em peixes neotropicais a heterogametia cromossômica entre os sexos 

aparece em taxas muito baixas (Almeida-Toledo et al., 2001), quando 

comparadas com grupos de vertebrados superiores como répteis, aves e 

mamíferos (Matsubara et al., 2006). A diferença na fórmula cariotípica pode 

ocorrer tanto nos machos quanto nas fêmeas, envolvendo somente um par 

cromossômico, caracterizando sistemas simples do tipo XX/XY ou ZZ/ZW, ou 

envolvendo mais de um par, formando sistemas múltiplos X1X1X2X2/X1X2Y ou 

Z1Z1Z2Z2/ Z1Z2W, por exemplo (Almeida-Toledo et al., 2000). 

O acúmulo de sequências de DNA repetitivo está intimamente 

relacionado à origem e diferenciação de cromossomos sexuais em peixes 

(Artoni et al., 2001). A associação de sequências repetitivas favorece a redução 

da taxa de recombinação entre proto-cromossomos sexuais, sendo 

considerada um passo inicial na diferenciação dos alossomos (Charlesworth et 
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al., 2000). Com o isolamento da recombinação entre os genes sexo–específico, 

as sequências ao redor destes genes podem ficar livres de restrições 

funcionais e divergirem livremente, dando origem a regiões heterocromáticas 

ou acumulando sequências repetitivas múltiplas incluindo elementos 

transponíveis (Steinemann e Steinemann, 1997; Charlesworth et al., 2000; 

Nanda et al., 2000). O aparecimento de cromossomos sexuais por rearranjos 

também é uma das possibilidades de diferenciação cromossômica entre os 

sexos, e a origem por esse tipo de ocorrência é considerada um evento recente 

(Charlesworth e Charlesworth, 2000). 

O peixe neotropical Gymnotus pantanal (Fernandes et al., 2005), possui 

um sistema de cromossomos sexuais múltiplos do tipo X1X1X2X2/X1X2Y, com 

fêmeas portando 40 cromossomos e machos 39 cromossomos (citado como 

Gymnotus sp. por Silva e Margarido, 2005). Segundo estes autores, o neo-Y 

originou-se de uma translocação Robertsoniana entre dois autossomos 

acrocêntricos e seus homólogos passaram a ser denominados nomeados X1 e 

X2. A diferenciação na fórmula cariotípica entre machos e fêmeas foi 

considerada uma apomorfia da espécie G. pantanal dentro de Gymnotidae, 

sendo até o momento a única espécie desta família a apresentar esse 

mecanismo (Silva e Margarido, 2005). 

Mestriner e Bertollo (1998) estudaram o comportamento meiótico de um 

sistema de cromossomos sexuais múltiplos X1X2Y no peixe Hoplias 

malabaricus, semelhante ao encontrado em G. pantanal. Nos machos desta 

espécie, os cromossomos sexuais mostraram comportamento normal na 

meiose, com a formação de um trivalente no estágio de paquíteno da prófase I, 

apresentando apenas uma pequena região não homóloga. Os autores 
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sugeriram que esses cromossomos se encontravam em incipiente estágio de 

divergência e diferenciação evolutiva. 

A análise meiótica tem sido uma ferramenta importante para checar a 

ocorrência de cromossomos sexuais em peixes. Mestriner et al., (1995) 

refutaram a presença de cromossomos sexuais XX/XY em Leporinus lacustris 

proposta por Galetti et al., (1981). Nenhum cromossomo apresentou 

comportamento diferenciado para qualquer fase da meiose, e a diferenciação 

cromossômica observada foi atribuída à presença de um polimorfismo de 

tamanho, no par 11 portador das regiões organizadoras de nucléolos, 

encontrado tanto em machos quanto em fêmeas. 

Assim, o presente trabalho teve por objetivo analisar o comportamento 

meiótico dos cromossomos sexuais X1X2Y de machos da espécie G. pantanal, 

isolar sequências de DNA repetitivo e investigar a associação destas 

sequências aos cromossomos sexuais. 

 

Material e Métodos 

Foram estudados 25 espécimes (12 machos; 13 fêmeas) de Gymnotus 

pantanal provenientes da bacia hidrográfica do rio Piquiri, região de Formosa 

do Oeste, Paraná, Brasil. Os peixes foram anestesiados de acordo com 

Henyey et al. (2002). A identificação do sexo foi realizada por biópsia parcial 

das gônadas, examinadas a fresco em microscópio óptico com objetivas de 10x 

e 40x. Seguida a identificação, as gônadas foram retiradas, hipotonizadas e 

armazenadas em fixador metanol e ácido acético na proporção 3:1. 

As preparações mitóticas foram obtidas a partir de células do rim 

anterior, empregando-se o tratamento “in vivo” com colchicina (Bertollo et al., 
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1978), enquanto as preparações das células meióticas foram obtidas de acordo 

com o método de Kligerman e Bloom (1977). As regiões organizadoras de 

nucléolos (Ag-RONs) foram localizadas segundo o método de Howell e Black 

(1980). O DNA genômico foi extraído de acordo com o método fenol-

clorofórmio (Sambrook e Russel, 2001), e também através do método 

utilizando tampão Brometo de Cetil Trimetil Amônio (CTAB) (Murray e 

Thompson, 1980). A heterocromatina foi analisada pelo bandamento C 

(Sumner, 1972) e por hibridização fluorescente in situ (FISH) com sonda de 

sequências repetitivas obtidas por C0t-1 segundo Ferreira e Martins (2008). As 

sondas foram marcadas por reações de nick translation com digoxigenina 11-

dUTP (Roche®). Para o reconhecimento do sinal foi utilizado anti digoxigenina-

rodamina (Roche®). O procedimento de hibridização seguiu o protocolo descrito 

por Pinkel et al., (1986), sob condição de alta estringência (77%) (2,5 ng/μL de 

cada sonda, 50% de formamida deonizada, 10% sulfato de dextrano, 2X SSC a 

37°C por 18 horas). Os cromossomos foram contracorados com DAPI em meio 

de montagem Vectashield (Vector®). As preparações foram analisadas em 

microscópio de epifluorescência Olympus BX41® acoplado a câmera CCD 

Olympus® DP-71. Para a captura das imagens foi utilizado o software DP 

controler® (Olympus). As sondas com sinais positivos de hibridização tiveram 

os produtos de PCR purificados e clonados com o Kit de clonagem RPN5110 

no plasmídeo vetor pMOSBlue Blunt ended (Amersham Biociences®) para 

serem posteriormente sequenciadas. Sequenciamento das amostras foi 

realizado no laboratório ACTGene (Centro de Biotecnologia, UFRGS, Porto 

Alegre, RS) utilizando o sequenciador automático ABI-PRISM 3100 Genetic 

Analyzer armado com capilares de 50 cm e polímero POP6 (Applied 
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Biosystems®). Os DNAs-molde (30 a 45 ng) foram marcados utilizando-se 3,2 

pmol do primer 5’-NNNNNNNNNNNN-3’E 2µL do reagente BigDye Terminator 

v3.1 Cycle Sequencing RR-110 (Applied Biosystems®). Os dados de 

sequenciamento foram coletados utilizando-se o programa Data Collection 

v1.0.1(Applied Biosystems®) com os parâmetros Dye Set “Z”; Mobility File 

“DT3100POP6{BDv3}.mob”; BioLIMS “3100Project1” Run Module 1 

“StdSeq50_50cm_cfv_100”; e Analysis Module “BC-3100SR_Seq_Fasta.saz”. 

As sequências foram alinhadas e editadas pelo programa CLUSTAL W 

(Thompson et al., 1994) usando os seguintes parâmetros nos alinhamentos: 

6.66 e 10.0 para abertura e extensão de gaps, respectivamente nos 

alinhamentos par-a-par e 10.0 e 15.0 para abertura e extensão de gaps nos 

alinhamentos múltiplos. Os cromossomos foram organizados em metacêntricos 

(m), submetacêntrico (sm), subtelocêntrico (st) e acrocêntrico (a), dependendo 

da sua razão de braços (Levan et al., 1964), e arranjados em tamanho 

decrescente nos cariótipos.  

 

Resultados 

Gymnotus pantanal apresentou 40 cromossomos (14m/sm, 26st/a) para 

fêmeas e 39 cromossomos para machos (15m/sm, 24 st/a), com NF = 54, 

caracterizando um sistema de cromossomos sexuais múltiplo do tipo 

X1X1X2X2/X1X2Y (figura 1). A heterocromatina foi localizada na região 

pericentromérica de todos os cromossomos do complemento (Figura 1a e d) 

enquanto as regiões organizadoras de nucléolos (RONs) foram localizadas na 

porção terminal do braço curto do par cromossômico acrocêntrico 16 (figura1). 

A análise meiótica de células das gônadas dos machos revelou a formação de 
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um trivalente formado por cromossomos completamente pareados no estágio 

de paquíteno (Figura 2c), evidenciando um sistema múltiplo do tipo X1 X2 Y. 

Neste sistema o Y se emparelha completamente com os 2 cromossomos X. 

Foram observados ainda cromossomos com configuração em anel e a  

presença de bivalentes representando 2 associações terminais, frequência de 

um a dois quiasmas nos bivalentes em diplóteno a diacinese (figura 2d). A 

metáfase II permitiu visualizar a formação de gametas balanceados 

apresentando 19 e 20 cromossomos respectivamente (figura 2f, 2e). 

A técnica da cinética da reassociação do DNA - C0t-1 permitiu isolar 

sequências repetitivas de tamanho entre 100 e 300pb do DNA de G. pantanal 

(Figura 3), e a posterior hibridização in situ pela FISH evidenciou a localização 

destas sequências somente na região pericentromérica de todos os 

cromossomos, inclusive dos sexuais, região que corresponde a blocos de 

heterocromatina (Figura 4). Três sequências isoladas por C0t-1 foram 

sequenciadas. A primeira foi denominada GPcot1 sequência apresentou 44 

pares de bases (bp), com composição heterogênea. A segunda sequência 

denominada de GPcot2 possui 177pb, e apresenta repetições microssatélites 

organizadas em ACCCA e GGTG. O terceiro fragmento também de tamanho 

pequeno chamado de GPcot3 apresentou 80pb com sequência heterogênea, 

porém algumas repetições de dinucleotideos GA e TA foram observadas. 

Nenhuma das sequências quando submetidas ao blast no banco de dado NCBI 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) apresentou similaridade. 

 

Discussão 
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Apesar de Gymnotus ser o gênero mais especioso da ordem 

Gymnotiformes com 33 espécies descritas (Froese e Pauli, 2009), os estudos 

citogenéticos ainda são escassos com somente 10 espécies apresentando 

descrições cariotípicas (Margarido et al., 2007; Lacerda e Maistro, 2007). 

Adicionalmente existe a sugestão de alguns autores para a ocorrência de 

espécies crípticas, assim talvez este número se torne maior (Milhomem et al., 

2008). 

A presença de cromossomos sexuais dentro da ordem Gymnotiformes é 

marcante com três famílias apresentando descrições de espécies com 

cromossomos sexuais morfologicamente diferenciados: Sternopygidae 

(Almeida-Toledo et al., 1984), Hypopomidae (Almeida-Toledo et al., 2000b) e 

Gymnotidae (Silva e Margarido, 2005). Em Gymnotidae, G. pantanal é a única 

espécie estudada a apresentar diferenciação cromossômica entre os sexos, 

contudo estudos preliminares em espécies ainda não descritas 

sistematicamente (Gymnotus sp.) da região da Bahia e da Amazônia Oriental 

sugerem a ocorrência dos sistemas XX/XY1Y2 e ZZ/ZW, respectivamente 

(Almeida et al., 2008; Milhomen et al., 2008). Isto indica provável origem 

independente, a exemplo do que ocorre em espécies de Eigenmannia 

(Gymnotiformes) distribuídas em diferentes bacias hidrográficas sulamericanas 

(Almeida-Toledo et al., 2002, Henning e Almeida-Toledo, 2008). 

A análise meiótica deve ser considerada fundamental para uma 

caracterização mais segura da presença de cromossomos sexuais e permite 

ainda inferir sobre o comportamento dos mesmos durante o período de divisão 

celular e formação dos gametas. E além disso, inferir sobre os processos de 

diferenciação desses cromossomos ao longo do tempo evolutivo dessas 
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espécies. Na maioria dos peixes a identificação de cromossomos sexuais 

diferenciados morfologicamente não é evidente na mitose, em pelo menos 98% 

dos peixes estudados citogeneticamente não existe meiose (Morreira-Filho, 

comunicação pessoal). Em Oreochromis niloticus, por exemplo, a análise do 

complexo sinaptonêmico permitiu identificar o par cromossômico 1 como par 

sexual caracterizando heterogametia masculina. Os alossomos X e Y 

apresentam um comportamento diferenciado no paquíteno onde uma grande 

porção destes cromossomos não apresenta pareamento durante a prófase I. O 

mapeamento com sondas dos genes DMRT4 e OniY227, ambos relacionados 

à determinação sexual, verificou a presença nestes cromossomos, contudo sua 

localização não estava na região assináptica (Ocalewicz et al., 2009). 

A descrição de sistemas sexuais baseada somente em cromossomos 

mitóticos tem ocasionado equívocos quanto a sua real existência, como o 

sistema XX/XY descrito para Leporinus lacustris, o qual não foi suportado 

quando submetido à análise de ultra-estrutura dos cromossomos meióticos 

pelo complexo sinaptonêmico (Mestriner et al., 1995).  

Gymnotus pantanal apresenta um trivalente durante o paquíteno, 

formado pelos elementos X1, X2 e Y, pareados completamente e mostrando 

alto grau de homologia entre os três cromossomos formadores (Figura 1b). 

Este comportamento na meiose é compatível com o sistema X1X1X2X2/X1X2Y 

proposto por Silva e Margarido (2005). Espermatócitos em metáfase II 

apresentaram 19 ou 20 cromossomos (Figura 2e e 2f), resultado esperado para 

machos com 39 cromossomos, formando gametas com 18+Y e 18+X1X2 

cromossomos, respectivamente. Um padrão semelhante foi descrito em 

Hoplias malabaricus por Bertollo e Mestriner (1998). A avaliação do complexo 
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sinaptonêmico nesta espécie mostrou regiões não pareadas no trivalente entre 

regiões do X1 e X2, revelando sítios não homólogos, originados a partir de 

translocações e que deram origem ao sistema X1X1X2X2/X1X2Y. Em ambos os 

casos, a disjunção meiótica normal do trivalente gera a produção de gametas 

balanceados. 

Mesmo apresentando poucos dados em relação ao comportamento de 

cromossomos meióticos, estudos recentes apresentam a interessantes 

configurações que os cromossomos deste grupo de vertebrados assumem na 

meiose. Gross et al. (2009), apresentaram a intrigante estratégia cromossômica 

em espécies do ciclídeo  sulamericano  Symphysodon (Acará-Disco) na 

meiose. Os autores identificaram a maior cadeia cromossômica observada até 

o momento em vertebrados. Esses peixes com relativo conservadorismo 

quanto a padrões de número e fórmula cariotípica na mitose, impressiona pela 

complexa configuração meiótica que segundo os autores resulta de uma série 

de translocações originadas a partir da hibridação entre espécies, com a 

presença de um a dois quiasmas nas fases de diplóteno e diacinese. 

A presença de um a dois quiasmas parece se repetir nas poucas 

espécies analisadas de peixes neotropicais (Matoso, 2009; Gross et al., 2009). 

G. pantanal segue essa tendência apresentando um a dois quiasmas, com 

cromossomos em configuração de anel no diplóteno e diacinese.  

Entre os vertebrados superiores, os cromossomos sexuais são 

altamente diferenciados, onde X ou Z são grandes cromossomos ricos em 

genes, enquanto Y ou W são relativamente pequenos e altamente 

heterocromáticos contendo poucos genes (Matsubara et al., 2006). A presença 

de grande quantidade de heterocromatina no cromossomo heteromórfico de 
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determinação sexual está associada à inativação de regiões intergênicas, 

incluindo sequências derivadas de elementos transponíveis, ao redor de genes 

sexos–específicos reduzindo a taxa de recombinação entre esses 

cromossomos (Charlesworth et al., 2005), o que não é a situação comum em 

peixes (Artoni et al., 2002). Contudo, sistemas de cromossomos sexuais de 

origem recente formados por fissões e fusões possuem pouca quantidade de 

heterocromatina, possivelmente uma adaptação que facilita a segregação dos 

gametas em sistemas múltiplos de cromossomos sexuais (Moreira-Filho et al., 

1993; Charlesworth e. Charlesworth, 2000), como verificado em G. pantanal. 

A heterocromatina presente nos cromossomos de G. pantanal está 

localizada estritamente nas regiões pericentroméricas, inclusive nos 

cromossomos sexuais. A utilização de sequências repetitivas obtidas por C0t-1 

corrobora o bandamento C, localizando sequências de DNA repetitivo apenas 

nestas regiões. O sequenciamento dos fragmentos isolados não apresentou 

identidade com outras sequências depositadas no NCBI, e não mostrou 

associação restrita aos cromossomos sexuais. Desta forma, estas sequências 

satélites localizadas nas proximidades do centrômero parecem estar mais 

envolvidas com a função estrutural, por se depositarem adjacente a essa 

região.  

Sistemas múltiplos de origem recente ocorrem em duas outras famílias 

da ordem Gymnotiformes (Tabela1), os quais também estão relacionados à 

translocações Robertsonianas (Almeida-Toledo e Foresti, 2001). Entretanto, a 

origem destes sistemas não parece estar relacionada filogeneticamente, 

devendo representar recorrências evolutivas. 
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Este estudo caracteriza a primeira abordagem meiótica sobre 

cromossomos sexuais em Gymnotiformes. A evidência de sistemas múltiplos 

sugere a existência de um sistema ancestral simples com cromossomos não 

diferenciados morfologicamente, e ainda requer uma teoria para a origem e 

diferenciação cromossômica sexual na família Gymnotidae que ocupa um ramo 

basal em Gymnotiformes (Campos-da-Paz, 2003). Várias são as questões 

ainda em aberto para esse grupo de peixes neotropicais, especialmente no que 

se refere à origem, diferenciação e fisiologia dos cromossomos sexuais, 

contudo o isolamento entre as espécies é reforçado pelos cromossomos 

sexuais e juntamente com outros fatores ecológicos, permitem a coexistência 

de espécies em segmentos neste grupo de peixes neotropicais. 

 

 

Referências 

As referências citadas neste capítulo são apresentadas no final da 

dissertação no item Referências Bibliográficas. 

 

Tabela 1. Sistemas de cromossomos sexuais descritos para a ordem 
Gymnotiformes. Destaque para os sistemas múltiplos. 
 

Família Espécie 2N Sistema Ref. 

Gymnotidae G. pantanal F – 40 

M – 39 

X1X1X2X2 

X1X2Y 

1* 

 Gymotus sp. (Bahia – BR) F – 36 

M – 37 

XX 

XYY1 

2* 

 Gymnotus sp. (Amazônia 

Oriental - BR) 

34 ZZ/ZW 3* 
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Sternopygidae Eigenmannia virescens 38 XX/XY 4* 

 Eigenmannia sp. 1 38 ZZ/ZW 5* 

 Eigenmannia sp. 2 F – 32 

M – 31 

X1X1X2X2 

X1X2Y 

6* 

Hypopomidae Brachypopomus 

pinnicaudatus 

F – 42 

M – 41 

X1X1X2X2 

X1X2Y 

7* 

*Referencias: (1) Silva e Margarido, 2005; (2) Almeida et al., 2008; (3) Milhomen et al., 2008; 
(4) Almeida-Toledo e Foresti, 1988; (5) Almeida-Toledo, 2000; (6) Almeida-Toledo et al., 2000; 
(7) Almeida-Toledo et al., 2000b. 
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Figura 1: Cariótipo de Gymnotus pantanal: macho a) giemsa e b) banda C; fêmea c) giemsa e d) banda 

C. Barra = 10 µm. 
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Figura 2: Prancha meiótica de macho da espécie Gymnotus pantanal a) Zigóteno; b) Paquíteno 

evidenciando a conformação do trivalente (seta) formado pelos cromossomos sexuais X1X2Y; c) 

Desenho esquemático da sobre a figura anterior; d) Diplóteno com 18 bivalentes+X1X2Y ponta as seta 

grande indica o trivalente, setas menores indicam a formação de dois quiasmas terminais; e, f) 

metáfase II mostrando a formação de gametas balanceados. Barra = 10 µm. 

 

 

 

Figura 3: Gel de agarose 1% evidenciando amostras de: a) DNA total 5 minutos em 

autoclavegem; b) DNA tratado com a enzima S1 nuclease após autoclave; c) fragmentos de 

DNA isolados e clonados. 

 

Capítulo II - DNA repetitivo e comportamento meiótico dos cromossomos sexuais de Gymnotus 

pantanal (Gymnotiformes, Gymnotidae).  
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Sequências isoladas pela técnica de Cot-1 em G. pantanal 

 
G. pantanal clone 1 44pb – GPcot1 
 
CCTGATTCTGTGATCTCGATCGCGCGAAGGGCGGGGGGGGGGG 
 
G. pantanal clone 2 177pb – GPcot2 
 
GTAGTGTTCTGCTTAGATTGCTGTTCCTTACCCAGGTGTTCTGCTCAGATCGCTGTTCCTTACCCAGGTG
TACTGCTTAGATCGCTGTTCTTTACCCAGGTGTTCTGCTTAGATCGCTGTTCATTACAAAGGTGTTCTGC
TCAGATCTCTGTTCCTTACCCAGGTGATCGGATCCC 
 
G. pantanal clone 3 80pb – GPcot3  
 
TTAACGCGGNCGATCTAGAGGACTACTAGTCATATGGATTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCCCCC
TTTTAATTT 
 
 

 

 

Figura 4: Sinais positivos de hibridização obtidos com a sonda isolada por C0t-1 a) fêmea e b) 

foto em escala de cinza; c) no macho a seta indica o cromossomo Y e d) foto em escala de cinza. 

Todas as marcações em posição centromérica. Barra 10 µm. 

Capítulo II - DNA repetitivo e comportamento meiótico dos cromossomos sexuais de Gymnotus 

pantanal (Gymnotiformes, Gymnotidae).  
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pantanal (Gymnotiformes, Gymnotidae).  
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Capítulo III 

Mapeamento físico do DNAr 5S em duas espécies de Gymnotus 

(GYMNOTYFORMES, GYMNOTIDAE): diversidade e dinâmica evolutiva  

 

Abstract 

The order Gymnotiformes comprehend the electrical fish, also called 

Knifefishes, and the genus Gymnotus is the most specious of order. Studies 

about the distribution of rDNA 5S sequences in the karyotype are few in the 

group and only two species have description of this ribosomal DNA. The rDNA 

5S gene and its non-transcription sequence (NTS) are considered good genetic 

markers, because the gene evolved by concerted mechanism evolution and the 

NTS has fast evolution. Considering the few studies of rDNA 5S gene location 

at Gymnotus was possible identify here a great diversity of distribution of these 

sequences in the chromosomes of four species mapped. Each species 

analyzed in this study presented a standard own of distribution of rDNA 5S 

sequences. G. pantanal has two pairs signalized white minor rDNA, while G. 

paraguensis showed 19 pairs marked. On the basis of these results we suggest 

rDNA 5S sequences location as a citogenetic marker of high potential for 

identification of Gymnotus species. 

 

Key-words: FISH, ribosomal genes, cytotaxonomy. 

 

Resumo 

(GYMNOTYFORMES, GYMNOTIDAE): diversidade e dinâmica evolutiva  
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A ordem Gymnotiformes compreende os peixes elétricos, conhecidos como 

Knifefishes. O gênero Gymnotus é o mais especioso dentro da ordem. Estudos 

quanto a distribuição de DNAr 5S no cariótipo são escassos neste grupo de 

peixes com apenas duas espécies descritas sobre este aspecto. O DNAr 5S 

em conjunto com seu espaçador não transcrito (NTS) é sugerido como um bom 

marcador genético por evoluir em concerto e seu NTS apresentar evolução 

muito rápida. Considerando os poucos estudos sobre a localização do DNAr 5S 

em Gymnotus, foi possível identificar aqui uma grande diversidade de 

distribuição destas sequências sobre os cromossomos de quatro espécies 

mapeadas. Cada espécie possui um padrão próprio de distribuição. Aqui foram 

isolados e mapeados o DNAr 5S em duas espécies de Gymnotus. G. pantanal 

possui 2 pares com sítios de DNAr menor, enquanto G. paraguensis possui 19 

pares com localização deste gene ribossômico. Com base nestes resultados 

sugerimos a localização cromossômica do DNAr 5S como um importante 

marcador citogenético para identificação de espécies do gênero Gymnotus. 

 

Palavras-chave: FISH, genes ribossomais, citotaxonomia. 

 

Introdução 

A família Gymnotidae compreende os Knifefishes e apresenta apenas 

dois gêneros Gymnotus Linnaeus, 1758 e Eletrophurus Gill, 1864 (Campos-Da-

Paz, 2003). Estes peixes possuem distribuição endêmica na região Neotropical, 

e encanta pesquisadores pela sua capacidade de autogerar campos elétricos 
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através de órgãos de descarga elétrica, que são utilizados para defesa, 

eletrolocalização e para interação social (Albert et al., 2003).  

O gênero Gymnotus é o que apresenta maior número de estudos 

citogenéticos dentre os Gymnotiformes, das 33 espécies que compõem o grupo 

dez apresentam descrição de cariótipo, identificação das regiões organizadoras 

de núcleos (Ag-RONs) e localização da heterocromatina (Margarido et al., 

2007; Lacerda e Maistro, 2007). Contudo, os estudos de mapeamento de 

genes ribossômicos são escassos, somente Gymnotus sylvius e Gymnotus 

carapo possuem descrição da localização do DNAr 5S e 18S (Claro, 2008). 

Em eucariotos arranjos em tandem dos genes de RNA ribossômicos 

estão organizados em duas famílias multigênicas distintas, compostas por 

centenas de milhares de cópias. Uma família é representada pelo DNAr 45S 

que codifica os RNAr 18S, 5,8S e 28S, a qual é comumente localizada 

indiretamente por nitrato de Prata, que se liga as proteínas envolvidas na 

transcrição do DNA. A outra família é representada pelo DNAr 5S que codifica 

o RNAr 5S, um dos componentes da subunidade maior do ribossomo. O 

arranjo do DNAr 5S consiste em sequências codificantes de 120 pb que são 

separadas umas das outras por um DNA espaçador não transcrito (NTS). Este 

DNAr não é marcado pela Prata, sendo necessário a utilização de sondas 

especificas para a sua localização cromossômica através da hibridização in situ 

(Galetti, Jr. e Martins, 2006). 

O NTS presente neste gene tem tamanho variável, cuja variação esta 

relacionada com a ocorrência de inserções, deleções ou a presença de 

pseudogenes (Wasko et al., 2001). Esta região quando comparada com a 
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região transcrita, possui uma evolução muito rápida, apresentando grande valor 

para estudos taxonômicos de espécies próximas (Baum e Johnson, 2007). 

A família de DNAr 5S é um ótimo exemplo de evolução em concerto, na 

qual todas as unidades evoluíram como unidade levando a um alto nível de 

identidade entre todas as cópias (Nei e Rooney, 2005). Assim, o estudo deste 

DNAr é interessante para a compreensão da evolução destas famílias 

multigênicas e um bom candidato a marcador citogenético entre espécies e 

populações (Martins e Galetti, Jr., 2001). 

O presente trabalho teve o objetivo de isolar, sequenciar e mapear o 

DNAr 5S das espécies G. pantanal e G. paraguensis, pertencentes a família 

Gymnotidade e assim contribuir para o entendimento da dinâmica evolutiva 

desta família multigênica e do seu espaçador não transcrito no gênero 

Gymnotus. 

 

Material e Métodos 

Os espécimes de G. pantanal (8 fêmeas e 7 machos) e G. paraguensis 

(4 fêmeas e 8 machos) foram coletados no rio Piquiri, região de Formosa do 

Oeste – Paraná – Brasil. Os cromossomos mitóticos foram obtidos através do 

método adaptado por Bertollo et al., 1978. O DNA genômico foi extraído de 

acordo com o método fenol-clorofórmio (Sambrook e Russel, 2001), e também 

através do método utilizando tampão Brometo de Cetil Trimetil Amônio (CTAB) 

(Murray e Thompson, 1980). As sondas de DNAr 5S foram obtidas através da 

polimerase chain reaction (PCR) utilizando os primers 5’-

TACGCCCGATCTCGTCCGATC-3’ e 5′-CAGGCTGGTATGGCCGTAAGC-3′ 
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isolados da truta arco-íris (Komiya and Takemura 1979; Martins e Galetti Jr., 

1999). As sondas foram marcadas com biotina 14-dATP por nick translation, 

seguindo as instruções do fabricante (Bionick Labelling System – Roche®). O 

procedimento geral de hibridização seguiu o protocolo descrito por Pinkel et al. 

(1986) sob as condições de estringência de 77%. A análise foi realizada em 

microscópio de epifluorescência Olympus BX41®. As imagens cromossômicas 

foram capturadas com a utilização de câmara CCD Olympus® DP71 e o 

software de captura de Imagens DP controler (Olympus®). O seqüenciamento 

das amostras foi realizado no laboratório ACTGene (Centro de Biotecnologia, 

UFRGS, Porto Alegre, RS) utilizando o sequenciador automático ABI-PRISM 

3100 Genetic Analyzer armado com capilares de 50 cm e polímero POP6 

(Applied Biosystems®). Os DNAs-molde (30 a 45 ng) foram marcados 

utilizando-se 3,2 pmol do primer 5’-NNNNNNNNNNNN-3’E 2µL do reagente 

BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing RR-110 (Applied Biosystems®). Os 

dados de seqüenciamento foram coletados utilizando-se o programa Data 

Collection v1.0.1( Applied Biosystems®) com os parâmetros Dye Set “Z”; 

Mobility File “DT3100POP6{BDv3}.mob”; BioLIMS “3100Project1” Run Module 

1 “StdSeq50_50cm_cfv_100”; e Analysis Module “BC-3100SR_Seq_Fasta.saz”. 

As sequências foram alinhadas e editadas pelo programa CLUSTAL W 

(Thompson et al., 1994) usando os seguintes parâmetros nos alinhamentos: 

6.66 e 10.0 para abertura e extensão de gaps, respectivamente nos 

alinhamentos par-a-par e 10.0 e 15.0 para abertura e extensão de gaps nos 

alinhamentos múltiplos. 
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Resultados 

Os resultados obtidos através do mapeamento físico do DNAr 5S nas 

duas espécies de Gymnotus, G. pantanal e G. paraguensis, apresentaram 

características de distribuição cariotípica e localização cromossômica próprias. 

O isolamento de DNAr 5S através de primers específicos permitiu a 

visualização de duas bandas com aproximadamente 200pb e 600pb em gel de 

agarose (Figura 1). O mapeamento físico deste DNA ribossômico em G. 

pantanal revelou a presença de dois sítios localizados na região 

pericentromérica do par metacêntrico 5, e no braço curto do par metacêntrico 

grande número 3 não apresentando qualquer relação com o sistema de 

cromossomos sexuais X1X1X2X2/X1X2Y presente nesta espécie (Figura 3a). O 

seqüenciamento das regiões de 5S nesta espécie revelou sequência com 

600pb incluindo o seu espaçador não transcrito, o BLAST Gene Bank 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) mostrou 97% de identidade com sequências 

de 5S de Leporinus friderici, além de outras espécies deste mesmo gênero com 

igual identidade. 

A outra espécie estudada, G. paraguensis, apresentou apenas uma 

banda com aproximadamente 600pb em gel de agarose (Figura 1b). O 

mapeamento cromossômico destas sequências revelou marcação em 19 pares 

cromossômicos, distribuídas em região pericentromérica (Figura 3b). O 

seqüenciamento destas regiões mostrou a presença do gene 5s com 

aproximadamente 100 a 110 pb, e seu NTS com 400 pb. Quando submetidos 

ao BLAST no Gene Bank, além de mostrar identidade com a região 5s de 

Leporinus friderici, Geophagus brasilienses, o seu NTS apresentou grande 
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identidade com um elemento móvel Tc1-like descrito no peixe Cypriniforme 

Labeo rohita 90% de identidade no blast como pode ser observado no 

alinhamento (Figura 2). 

O alinhamento das sequências de G. pantanal e G. paraguensis mostrou 

grande identidade na região do gene 5S, salvo por algumas poucas bases. 

Entretanto a região do NTS se mostrou extremamente divergente entre as 

espécies, com apenas algumas bases alinhando. Já o alinhamento do NTS de 

G. paraguensis mostrou semelhança com a sequência parcial do transposon 

Tc1-like isolado do L. rohita apresentou alinhamento quase total a partir da 

base 403 até 745 (Figura 2). 

 

Discussão 

Os genes de DNAr 5S tem sido amplamente mapeados em muitas 

espécies de peixes. Casos interessantes de duplicação gênica dessa 

sequência, pseudogenes (Martins et al., 2006), co-localização com 45S (Diniz 

et al., 2008) e associação com elementos transponíveis tem sido descritas 

(Claro, 2008).  

A localização do DNAr 5S é conhecida em apenas 4 espécies do gênero 

Gymnotus: G. sylvius, G. carapo (Claro, 2008), G. pantanal e G. paraguensis 

(presente trabalho). A localização desta família gênica nestas espécies tem 

sido muito particular em relação a distribuição no cariótipo e localização 

cromossômica, favorecendo inferências citotaxonômicas e evolutivas. G. 

sylvius evidencia uma única marcação com DNAr 5S no braço longo de um par 

de cromossomos metacêntricos em região próxima ao centrômero, enquanto 
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G. carapo apresenta um padrão mais diversificado com sete pares de 

cromossomos portadores destes sítios ribossomais com marcações também 

pericentroméricas no braço longo dos cromossomos (Claro, 2008).  

As espécies estudadas no presente trabalho também se mostraram 

divergentes em relação ao padrão de distribuição e localização do DNAr 5S. A 

espécie G. pantanal apresentou dois pares com sítios de DNAr 5S, uma 

marcação no braço longo de um par de cromossomos metacêntricos medianos, 

e a outra em região intersticial do braço curto de um par de cromossomos 

metacêntricos grandes. Sítios de DNAr 5S estão frequentemente localizados 

em posição intersticial em várias espécies de peixes e outros vertebrados 

(Martins e Galetti, Jr., 2001). A localização cromossomal de DNAr 5S já foi 

realizada em mais de 70 espécies de peixes de diversos grupos como: 

Acipenseriformes, Anguiliformes, Cypriniformes, Characiformes, Perciformes e 

Tetraodontiformes, e que tem mostrado um padrão de distribuição conservado 

(Martins e Wasko, 2004).  

Entre os Characiformes neotropicais se destacam os gêneros Leporinus 

e Schizodon com várias espéies estudadas em relação ao mapeamento de 

genes do DNAr menor (Martins e Galetti, Jr., 1999, 2000, 2001). 

A investigação de DNAr 5S na ordem Gymnotiformes é recente. No 

entanto, as poucas espécies estudadas apresentam um padrão muito 

diversificado. Verificamos que a espécie G. paraguensis apresenta 19 pares 

cromossômicos marcados com sonda de DNAr 5S próximas aos centrômeros, 

resultado inédito para a ordem. O seqüenciamento destes genes em G. carapo 

revelou a presença de um elemento transponível do tipo SINE (short 
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interspersed nucleotide elementes) associado às sequências de DNAr 5S 

(Claro, 2008), que poderia estar presente também em G. paraguensis 

proporcionando sua grande dispersão pelo cariótipo. Contudo, o 

seqüenciamento revelou a presença de um outro elemento móvel associado ao 

gene ribossômico 5S, um transposon da família Tc1-like, inserido no seu 

espaçador não transcrito com aproximadamente 288pb ( Figura 3) descrito 

para o peixe Cypriniformes Labeo rohita. O elemento transponivel Tc1-like foi 

identificados vários outros vertebrados, incluindo muitas espécies de peixes 

como medaka (Oryzias latipes), truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) e 

Zebrafish (Danio rerio) (Krasnov et al., 2005). 

O complexo de espécies proposto para o peixe Hoplias malabaricus foi 

extensamente estudado em relação ao cariótipo. Cinco cariomorfos distintos 

são propostos com base na fórmula cariotípica, número cromossômico e 

cromossomos sexuais bem definidos entre as populações (Bertollo et al., 

2000). O isolamento de um DNA repetitivo 5SHindIII, que evolui apartir do 

DNAr 5S apresenta marcações especificas em cada um dos cariomorfos, e 

ainda possibilita separar dois grupos distintos entre as cinco formas 

encontradas (Cioffi et al., 2009). Este DNA repetitivo tem sido proposto ainda 

apresentar função estrutural relacionada ao centrômero e envolvimento na 

diferenciação de cromossomos sexuais múltiplos no gênero Hoplias (Ferreira et 

al., 2007; Cioffi et al., 2009). Ao contrário do que ocorre nesta espécie, G. 

pantanal não apresentou qualquer relação de sequências 5S com o sistema de 

cromossomos sexuais X1X1X2X2/X1X2Y que possui.  
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Dada a posição basal da família Gymnotidade na ordem Gymnotiformes 

(Alves-Gomes et al.,1995; Albert, 2001), a ampliação de dados de 

caracterização e localização de sequências do DNAr 5S podem ser de grande 

interesse para a sistemática e para a própria história evolutiva e diversificação 

desta classe de DNA. Os dados aqui levantados reforçam o potencial de 

análise evolutiva baseado em marcadores de DNAr 5S, principalmente nas 

espécies de Gymnotus.  

 

Referências 

As referências citadas neste capítulo são apresentadas no final da 

dissertação no item Referências Bibliográficas. 
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Figura 1: Gel de agarose 1% evidenciando o produto de amplificação do gene ribossomal 5S. Coluna 

1 marcador de massa molecular. Coluna 2 a 5 DNAr 5S G. pantanal. Coluna 6 e 7 DNAr 5S G. 

paraguensis. 
 

 

 

Figura 2: Alinhamento do DNAr 5S de G. paraguensis e o transposon Tc1-like de Labeo rohita. 

A reta preta indica o DNAr 5S, e a vermelha indica o início do alinhamento entre as sequências 

do NTS e Tc1-like. 
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Figura 3: Mapeamento de DNAr 5S; a) Gymnotus pantanal; b) G. paraguensis. 
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Conclusões 

 
 

No presente trabalho três espécies de Gymnotus: G. pantanal, G. 

paraguensis e G. sylvius foram analisados com ferramentas da citogenética 

clássica e molecular.  

O isolamento de sequências repetitivas através da técnica de C0t – 1 

permitiu isolar e clonar as sequências que compõem as regiões heterocromáticas 

das três espécies estudadas, que sendo submetidas a FISH mostraram-se 

localizadas ao redor dos centrômeros, coincidindo com a heterocromatina 

identificada com o bandamento C. Essas sequências foram identificadas como 

espécie-especifica, apresentando marcação somente nos cromossomos da 

espécie a qual foram isoladas. 

Análise meiótica em G. pantanal revelou a formação de um trivalente 

pareado completamente no paquíteno, mostrando alto nível de homologia. Esta 

homologia completa poderia caracterizar um sistema recente formado pela fusão 

de elementos cromossômicos de pares autossômicos formando o Y (neo-Y) e os 

respectivos homólogos autossômicos passariam a se comportar como X1 e X2. A 

metáfase II sugere a formação de gametas balanceados. A utilização de 

sequências isoladas por C0t – 1 permitiu identificar sequências de DNA repetitivo 

somente na heterocromatina em região pericentromérica dos cromossomos de 

determinação sexual. 

O mapeamento de DNAr 5S em G. pantanal e G. paraguensis revelou um 

padrão de dispersão peculiar em cada espécie. A primeira espécie apresentou 

dois pares marcadas. G. paraguensis apresentou 19 pares cromossômicos 



Programa de Pós-Graduação em Biologia Evolutiva  82  

marcados em região próxima aos centrômeros, e a presença de um trasposon 

intercalado em seu NTS. Mapeamento desta família ainda é atual no gênero 

Gymnotus. Contudo as espécies estudadas apresentam padrão muito diverso, 

sendo difícil a elaboração de uma teoria para dispersão desses genes no gênero. 

A constituição cariotipica, presença de cromossomos sexuais e composição 

genômica são bastante diversa no gênero Gymnotus, o qual se faz um grupo 

interessante para aprofundamento em estudos evolutivos. 
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Anexos 

5 – Anexos 

5.1 – Protocolos – Citogenética Convencional 

5.1.1 – Obtenção de metáfases mitóticas – método direto (Bertollo et al., 

1978) 

Injetar intraperitonialmente no peixe, entre as nadadeiras peitorais e ventrais, 

solução de colchicina (0,025%), na proporção de 1ml por 100g de massa 

corpórea do animal; 

Deixar o peixe em aquário bem aerado, por um período de 40 minutos 

sacrificando-o posteriormente para a retirada de seu órgão hematocitopoiético: 

rim anterior ou posterior; 

Colocar o tecido em 10 ml de solução hipotônica de KCl (0,075M) previamente 

aquecida a 37ºC; 

Fragmentar esse material, com auxílio de pinça de dissecção desprovida de 

agulha, aspergindo e expirando o material até que fique homogêneo; 

Transferir o sobrenadante, com o auxílio de uma pipeta Pasteur, para um tubo 

de centrífuga. Deixá-lo em estufa ou banho-maria a 37ºC por 20 minutos 

(pedaços de tecidos ainda não desfeitos são descartados); 

Acrescentar 1ml de fixador Carnoy recém preparado (álcool metílico : ácido 

acético 3:1), e ressuspender o material deixando-o em temperatura ambiente 

por 5 minutos, centrifugá-lo durante 10 minutos a 1,19x1012g; 

Descartar o sobrenadante com uma pipeta Pasteur; 

Adicionar 6-8 ml de fixador; 

Ressuspender o material com o auxílio de uma pipeta Pasteur e centrifugar por 

10 minutos a 1,19x1012g; 
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Descartar o sobrenadante e repetir esse procedimento; 

Após a última centrifugação e eliminação do sobrenadante, adicionar uma 

quantidade de fixador suficiente para se obter uma suspensão celular que não 

esteja muito diluída e nem muito concentrada (cerca de 1 ml de fixador para 0,5 

ml de sedimento). Ressuspender o material com cuidado até ficar homogêneo; 

Colocar uma lâmina limpa em água a 60º C. Pingar três gotas da suspensão 

com o auxílio de uma pipeta Pasteur sobre a lâmina pré-aquecida e secar ao 

ar; 

O material deve ser guardado em tubos tipo eppendorf e mantidos em freezer à 

-20ºC. 

 

5.1.2 – Obtenção de metáfases mitóticas – método indireto in vitro (Fenocchio 

et al., 1991) 

Retirar aproximadamente 3mm3 da porção anterior do rim e colocar em 

uma placa de Petri contendo 5 ml de meio de cultura RPMI mais 20% de soro 

bovino fetal e antibiótico; 

Desagregar o material com pinça de ponta fina com posterior aspersão e 

expiração da solução com uma seringa de vidro sem agulha; 

Incubar a solução de células em estufa a 29º C por 7 horas em média; 

Pingar três gotas de colchicina (0,025%) em cada recipiente 25 minutos antes 

de completar o tempo. Agitar suavemente a placa de Petri para homogeneizar o 

material e manter em estufa até o término do tempo; 

Transferir a cultura para um tubo de ensaio e centrifugar por 10 minutos a 

9,64x1011g; 
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Descartar o sobrenadante e completar o tubo de ensaio até 8 ml com solução 

hipotônica de KCl (0,075M). Ressuspender a solução e incubar por cerca de 30 

minutos a uma temperatura de 37º C; 

Preparar solução fixadora com três partes de metanol para uma parte de ácido 

acético e manter sob refrigeração. Após o tempo da hipotonização, pingar 

algumas gotas do fixador em cada tubo;  

Ressuspender o material até ficar homogêneo, e centrifugar por 10 minutos a 

9,64x1011g; 

Descartar o sobrenadante e em seguida completar o tubo até o volume de 8 ml; 

Novamente ressuspender o material e centrifugar por 10 minutos a 9,64x1011g; 

Repetir a etapa anterior por duas vezes; 

Descartado o sobrenadante, colocar 1,5 ml do fixador e ressuspender o 

material. Armazenar a solução em tubo tipo eppendorf mantendo-o em freezer 

à -20º C. 

 

5.1.3 - Método de coloração convencional Giemsa 

Para analisar o número e morfologia dos cromossomos, as lâminas 

preparadas com a suspensão celular foram coradas com solução do corante 

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

aproximadamente 10 minutos e em seguida foram lavadas em água corrente e 

secas ao ar. 

 

5.1.4 – Coloração das regiões organizadoras de nucléolos Ag-RONs 

(Howell e Black, 1980) 
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Em lâminas previamente preparadas para a obtenção de cromossomos 

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

dissolvida em 50 ml de água destilada acrescida de 0,5 ml de ácido fórmico) e 

duas gotas da solução de nitrato de prata (1g de AgNO3 dissolvida em 2 ml de 

água destilada) sobre o material na lâmina; 

Cobrir a lâmina com lamínula; 

Levar a lâmina à estufa a 60°C até que a mistura das soluções alcance uma 

coloração marrom-dourada; 

Lavar a lâmina em água corrente e deixar secar ao ar; 

Se necessário, corar com Giemsa diluída a 1% em tampão fosfato pH 6,8 por 

30 segundos. 

5.1.5 – Detecção da heterocromatina - (Sumner, 1972) 

Colocar a lâmina recentemente preparada para a obtenção de cromossomos 

mitóticos em solução de HCl 0,2N, a 42ºC, por 5 minutos; 

Lavar a lâmina com água destilada e deixar secar ao ar; 

Colocar a lâmina em solução de hidróxido de bário a 5% (Ba(OH)2) à 28ºC por 

aproximadamente 20 segundos; 

Imergir a lâmina rapidamente em ácido HCl 0,2N e lavar com jatos de água; 

Colocar a lâmina em uma solução de 2xSSC (15,53 g de NaCl + 8,82 g de 

Citrato Trissódico + Água deionizada) por uma hora à 60º C; 

Lavar a lâmina em água destilada e secar ao ar; 

Corar o material com giemsa. 

 

5.1.6 – Identificação cromossômica 
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A identificação cromossômica foi realizada baseada nos critérios da relação de 

braços (RB), proposta por LEVAN et al., (1964) e classificados como 

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

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

metáfases foram capturadas por câmara CCD Olympus DP71 com resolução 

de 13mp acoplada a um Microscópio Olympus BX 40 com o programa 

ImageProPlus 5.0. 

 

5.1.7 – Obtenção de células meióticas para análise da meiose 

convencional (Kligerman e Bloom, 1977) 

Retirar as gônadas cortando–as em pequenos pedaços; 

Colocar o tecido em uma cubeta com água destilada ou solução hipotônica de 

KCl 0.075M;  

Deixar o tecido hipotonizando por aproximadamente uma hora e 20 minutos; 

Após esse período colocar o material em fixador (metanol: ácido acético 3:1) 

por 30 minutos; 

Repetir a fixação trocando o fixador e manter o material por mais 30 minutos; 

Após a segunda fixação trocar o fixador colocando–o em um tubo tipo 

eppendorf de 2 ml e estocar a –20ºC.  

 

5.1.8 – Peparação das lâminas para análise meiótica convencional 

Colocar a gônada em uma cubeta apropriada para macerar o tecido; 

Cortar o tecido em pequenos pedaços; 

Pingar duas a três gotas de uma solução de ácido acético 60% e com ajuda de 

um bastão macerar o material até obter uma solução homogênea; 
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Pingar duas a três gotas da solução em uma lâmina limpa aquecida a 

aproximadamente 40ºC;  

Esperar o ácido acético evaporar tomando o cuidado de homogeneizar a 

solução sobre a lâmina sem deixá–la aquecer muito para não estragar a 

preparação; 

Corar a lâmina em solução de Giemsa 5% com tampão fosfato. 

 

5.2- Protocolos Citogenética Molecular 

5.2.1 – Hibridização fluorescente in situ (FISH) (Pinkel et al., 1986). 

Para a identificação das regiões de DNAr 5S foi utilizada a sonda obtida 

usando os primers A 5’-TACGCCCGATCTCGTCCGATC-3’ e B 5’-

GCTGGTATGGCCGTAGC-3’ (MARTINS e GALETTI, 1999),. 

 

I - Marcação da sonda por nick translation 

II – Tamanho dos fragmentos em gel 

Misturar 1 µl da reação de nick translation com 1 µl de azul de bromofenol e 

aplicar em gel de agarose 0,8% e 1 µl brometo de etídio; 

Aplicar a amostra por 20 a 30 minutos e checar o tamanho dos fragmentos; 

 

III – Hibridação fluorescente in situ (FSH) 

Lavar as lâminas em tampão PBS uma vez durante 5 minutos em temperatura 

ambiente sob agitação; 

Desidratar o material em série alcoólica 70%, 85% e 100%, 5 minutos cada (secar); 

Incubar as lâminas em 90 µl de RNAse (0,4% RNAse/ 2xSSC) a 37ºC por 1 

hora em câmara úmida com água milli-Q; 

Lavar três vezes por 5 minutos em 2xSSC; 

Lavar durante 5 minutos em PBS uma vez; 
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Fixar em formaldeído 1% em PBS uma vez, 50 mM MgCl2 durante 10 minutos 

à temperatura ambiente; 

Lavar em PBS uma vez por 5 minutos sob agitação; 

Desidratar o material em série alcoólica 70%, 85%, 100% por 5 minutos cada; 

Desnaturar em série alcoólica, a solução de hibridação à 100ºC por um período 

de 10 minutos e passá-la imediatamente ao gelo; 

Desnaturar o DNA cromossômico com formamida 70% em 2xSSC a 70ºC por 5 

minutos; 

Desidratar o material em série alcoólica 70%, 85% e 100% durante 5 minutos 

cada; 

Preparar câmara úmida à 37ºC; 

Montar cada lâmina com 50 µl de solução de hibridização, cobrir com lamínula 

e deixar 12h à 37ºC; 

 

IV - Lavagens 

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

minutos cada sob agitação; 

Lavar as lâminas três vezes em 0,1xSSC a 60ºC, por 5 minutos cada sob 

agitação; 

Lavar durante 5 minutos em solução de Tween 0,5%/ 4xSSC, à temperatura 

ambiente sob agitação; 

Incubar as lâminas em tampão 5% NFDM/ 4xSSC por 15 minutos; 

Lavar duas vezes por 5 minutos com Tween 0,5%/ 4xSSC, à temperatura 

ambiente sob agitação; 

Incubar as lâminas com 90 µl de FITC (0,8 µl FITC/ 800 µl NFDM) durante 30 

minutos em câmara úmida e escura, à temperatura ambiente; 
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Lavar três vezes por 5 minutos com Tween 0,5%/4xSSC, à temperatura 

ambiente sob agitação; 

Incubar com 90 µl de anti-avidina (8 µl anti-avidina/ 792 µl de NFDM) durante 

30 minutos em câmara úmida e escura, à temperatura ambiente; 

Lavar três vezes por 5 minutos com Tween 0,5%/ 4x SSC, à temperatura 

ambiente sob agitação; 

Incubar as lâminas com 90 µl de FITC (0,8µl FITC/800µl NFDM) durante 30 

minutos em câmara úmida e escura, à temperatura ambiente; 

Lavar três vezes por 5 minutos com Tween 0,5%/4x SSC, à temperatura 

ambiente sob agitação; 

Incubar com 90 µl de anti-avidina (8 µl anti-avidina/ 792 µl de NFDM) durante 

30 minutos em câmara úmida e escura, à temperatura ambiente; 

Lavar três vezes por 5 minutos com Tween 0,5%/ 4xSSC, à temperatura 

ambiente sob agitação; 

Incubar as lâminas com 90 µl de FITC (0,8 µl FITC/800 µl NFDM) durante 30 

minutos em câmara úmida e escura, à temperatura ambiente; 

Lavar três vezes por 5 minutos com Tween 0,5%/ 4xSSC, à temperatura 

ambiente sob agitação; 

Desidratar em série alcoólica 70%, 85% e 100%, 5 minutos cada e secar ao ar; 

 

V – Montagem da lâmina 

Misturar 200 µl de antifading mais1 µl de DAPI – 4’-6 diamidino – 2 - 

phenilindole (50 µg/ml); 

Colocar 25 µl da solução e cobrir com lamínula. Guardar no escuro. 
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5.2.2 – Isolamento de sequências repetitivas obtidas pela cinética de 

reassociação do DNA (Cot-1) (Zwick et al., 1997). 

 

Diluir o DNA genômico a 100-500 ng/ul em 0,3M NaCl; 

Colocar 500 ul de DNA em tubos de 1,5 ml; 

Autoclavar por 3 a 5 minutos a 1.0 atm/120oC; 

Aplicar 3 ul do DNA autoclavado em gel de agarose 1% para checar o tamanho 

dos fragmentos obtidos (ideal obter fragmentos entre 100 e 1.000 pb); 

Desnaturar 3 alíquotas (tubos 0, 1 e 5) com 50 µl do DNA autoclavado em 

banho a 95oC por 10 minutos; 

Passar os tubos para gelo por 10 segundos: tratar imediatamente o tubo 0 com 

S1 nuclease e colocar os tubos 1 e 5 em banho a 65oC para renaturação. 

Após 1 minuto, retirar o tubo 1 e tratar com S1 nuclease e após 5 minutos, 

retirar o tubo 5 e tratar com S1 nuclease; 

Para o tratamento com S1 nuclease, utilizar 1U da enzima para 1ug de DNA e 

5,5 µl tampão 10X para o volume final de 50 µl.  

Incubar a 37oC por 8 minutos; 

Congelar imediatamente em nitrogênio líquido; 

Adicionar igual volume de fenol/clorofórmio (1:1); 

Centrífugar por 5 minutos a 13.000 rpm. Coletar a fase aquosa e passar para 

um tubo novo; 

Precipitar o DNA com 2,5 volumes de etanol absoluto gelado; 

Deixar no freezer a –75oC por 30 minutos; 

Centrifugar por 15 minutos a 18,75x1011g a 4oC. Secar e ressuspender em 50 

ul de água milliQ autoclavada. 
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Checar o DNA em gel de agarose 1%. 

 

5.2 .3 - Análise dos Marcadores citogenéticos 

Para cada uma das técnicas aplicadas foram examinadas 30 células 

metafásicas ou meióticas. As preparações foram visualizadas em microscópio 

de epifluorescência Olympus BX 40 e capturadas com câmera digital CCD 

Olympus DP71 13 mp. Para a análise com DAPI foi utilizado filtro de 

comprimento de onda variando de 360 a 390 nm.   

 

5.2.4 – Extração de DNA – (Sambrook e Russel, 2001).  

Colocar o tecido (1/1 cm3) em um almofariz e macerá-lo com nitrogênio 

líquido com auxílio de um bastão de louça; 

Adicionar 250 μl de solução de lise (NaCl 0.4M, EDTA 0.1M pH 8.0, Proteinase 

K 100 μg/ml, SDS 0.1%) e homogeneizar a amostra; 

Transferir o material para um tubo tipo eppendorf e mantê-lo em banho-maria à 

temperatura de 50ºC durante uma hora e 30 minutos; 

Adicionar 250 μl de RNAse (100 mg/ml) mantendo-o em banho-maria à 37ºC 

por 1 hora, procedendo a leve agitação periódica; 

Acrescentar 500 μl de uma solução contendo fenol: clorofórmio: álcool 

isoamílico na proporção 50: 48: 2; 

Agitar suavemente o tubo por 30 minutos; 

Centrifugar o material por 10 minutos a 8,33x1013g; 

Transferir com auxílio de pipeta o sobrenadante, sem a camada fenólica; 

Adicionar NaCl 1M para a precipitação do DNA juntamente com 2 volumes de 

etanol gelado absoluto; 

Inverter o tubo diversas vezes para a visualização do DNA; 

Centrifugar o material por 5 minutos a 8,33x1013g e descartar o sobrenadante; 
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Adicionar 500 μl de etanol 70% e deixar descansar por 5 minutos; 

Centrifugar o material por 5 minutos a 8,33x1013g e descartar o sobrenadante; 

Secar o DNA em estufa à 37ºC por 12h;  

Ressuspender o DNA em 30 μl de tampão TE (Tris-HCl 10 mM, EDTA 1 mM) 

ou água autoclavada e armazenar em freezer a - 20ºC. 

 

5.2.5 – Extração de DNA – Método CTAB (Murray e Thompson, 1980) 

Preparar o Tampão CTAB para um volume final de 15 ml seguindo a 

formulação: 

6 ml CTAB 5% (concentração final 2%) 

3 ml de NaCl 5M (concentração final 1M) 

3 ml EDTA 0,5M (concentração final 0,1M) 

3 ml TRIS-HCl 1M pH 8.0 (concentração final 0,1M) 

Guardar o tampão de extração em temperatura ambiente. 

I - Processo de extração:  

Colocar em um tubo 0,2g de tecido muscular, 600 μl de tampão CTAB, 13 μl de 

proteinase K (10 mg/ml) e 15 μl de DTT (1M); 

Colocar a 60ºC por 10 horas ou até que o tecido esteja totalmente digerido; 

Adicionar ao tubo 10 μl de RNAse (10 mg/ml) e manter à 37ºC por 3 horas; 

Adicionar 600 μl de clorofórmio/álcool isoamílico (24:1); 

Agitar durante 5 minutos (vórtex suave). Centrifugar a 5,33x1014g por 5 

minutos; 

Retirar sobrenadante e transferir para um novo tubo; 

Adicionar 450 μl de Isopropanol e deixar a –20ºC por 2 horas ou 12h; 
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Centrifugar a 1,63x1014g por 15 minutos (alinhar os tubos na centrifuga). 

Descarta-se o sobrenadante; 

Lavar o pellet com 450 μl de etanol 70%. Centrifugar por 2 minutos e retirar o 

sobrenadante. 

Deixar secando na estufa a 37ºC e ressuspender em 150 μl de água mili-Q. 

 

5.2.6 – Preparação do gel de agarose 0,8% e 3% para eletroforese e 

visualização do DNA 

Pesar 0,8 ou 3 gramas de agarose e colocar num Erlermeyer de 250 ml; 

Diluir a agarose em 100 ml de tampão TBE uma vez, aquecendo a solução em 

forno microondas e cuidando para que não permaneçam blocos não dissolvidos 

no frasco; 

Esperar a solução esfriar a temperatura ambiente e em seguida colocá-la na 

cuba de eletroforese na presença de um pente para formar poços para 

aplicação das amostras; 

Aguardar a polimerização do gel; 

Retirar cuidadosamente o pente para não estragar os poços e adicionar o 

tampão TBE uma vez na cuba até cobrir os eletrodos; 

Injetar o DNA nos poços junto com o tampão de aplicação (azul de bromo 

fenol); 

Inserir os eletrodos nas posições indicadas da cuba, ligar a fonte na corrente 

elétrica programando-a para 100 Volts; 

Deixar o DNA migrar no gel por 5 horas; 

Retirar o gel da cuba e corá-lo com brometo de etídeo (10mg/ml) diluído em 

TBE uma vez por 15 minutos; 



Programa de Pós-Graduação em Biologia evolutiva  108 
 

Retirar o gel do tampão TBE, colocando-o sobre o transiluminador; 

Ligar a luz ultravioleta, visualizar as bandas rapidamente para evitar 

degradação e fotografar o gel. 



Programa de Pós-Graduação em Biologia evolutiva  109 
 

6 - Parecer 02/2008 (protocolo 04509/08) da Subcomissão de Ética em Experimentação Animal 

da Universidade Estadual de Ponta Grossa. 
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6.1 - Licença permanente para coleta de material zoológico emitida pelo Instituto Brasileiro do 

Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renováveis – IBAMA (proc. no. 15115-1). 
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