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Sinopse: 
Semaprochilodus insignis e S. taeniurus, conhecidas popularmente como jaraquis foram 
estudadas mediante análises de citogenética clássica (coloração convencional, detecção 
da heterocromatina e regiões organizadoras de nucléolo), molecular (clonagem, 
sequenciamento e hibridização fluorescente in situ de DNA repetitivo em tandem e 
disperso) e microdissecção do cromossomo W de S. taeniurus. Os resultados revelaram 
que as sequências repetitivas possuem papel atuante na carioevolução das espécies, 
principalmente na evolução do sistema de cromossomos sexuais em S. taeniurus e na 
origem dos múltiplos sítios de DNA ribossomal 5S.  
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Resumo 

O gênero Semaprochilodus é compreendido por seis espécies de peixes altamente 

exploradas no comércio pesqueiro que são conhecidas popularmente como jaraquis. A 

característica migratória destas espécies ao longo dos vários ambientes amazônicos obriga-as 

a experimentar diferentes águas com características físico-químicas completamente distintas 

que levam esse grupo a desenvolver, durante o processo evolutivo, uma grande plasticidade 

genotípica e fenotípica. Diante disto, utilizando ferramentas da citogenética clássica e 

molecular, neste trabalho foi identificada a fração repetitiva e a localização física destas 

sequências entre as espécies e populações de S. insignis e S. taeniurus que ocupam diferentes 

tipos de águas com o objetivo de compreender se a distribuição dos elementos repetitivos está 

relacionada a estes biótopos. Além disso, objetivou elucidar os mecanismos evolutivos que 

estabeleceram a diferenciação cromossômica sexual apenas em S. taeniurus. Foram utilizados 

22 Semaprochilodus taeniurus (10 ♂, 12 ♀) e 20 S. insignis (10 ♂, 10 ♀) capturados nos rios 

Tapajós-PA, Negro-AM e lago Catalão-AM. Por ser um estudo comparativo, quatro 

Prochilodus nigricans (1 ♂, 3 ♀) bem como cinco P. lineatus (3 ♂, 2 ♀) foram incluídos 

neste estudo. No geral, os resultados encontrados não revelaram padrões associados aos 

diferentes biótopos tanto na análise intra-específica quanto interespecífica. Com relação à 

estrutura cariotípica de S. insignis e S. taeniurus os resultados indicaram uma conservação de 

um grande número de marcadores cromossômicos convencionais, porém diferenças 

significativas foram encontradas na distribuição da heterocromatina e no par portador da 

região organizadora de nucléolo. O DNAr 18S foi localizado em um único par cromossômico, 

enquanto o DNAr 5S apresentou sítios múltiplos, evidenciados em vários pares 

cromossômicos em ambas as espécies. A amplificação, clonagem e sequenciamento desta 

subunidade ribossomal foi confirmada, mas também revelou clones com deleção de pares de 

base na região codificante do gene, sugerindo que alguns sítios revelados pela FISH podem 

tratar-se de pseudogenes. A FISH cruzada com sondas Cot-1 DNA revelou que os genomas de 

S. insignis e S. taeniurus apresentam alto grau de similaridade tanto na estrutura quanto na 

localização dos sítios de hibridização. Entretanto, indicaram baixo grau de similaridade entre 

estes genomas e o genoma de P. lineatus, principalmente no que se refere aos cromossomos 

B. A clonagem e sequenciamento da fração repetitiva do genoma permitiram a identificação 

de inúmeros fragmentos classificados como microssatélites, transposons e retrotransposons. A 

pintura cromossômica da sonda W-específica de S. taeniurus em seus próprios cromossomos 

revelou hibridização completa no cromossomo W, sítios centroméricos e terminais no Z assim 
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como em outros cromossomos autossômicos. A hibridização cruzada desta sonda em S. 

insignis, Prochilodus lineatus e P. nigricans não revelou o proto-W, mas mostrou sinais 

positivos de hibridização de DNA repetitivo. A identificação das sequências W-específicas 

mostrou alta similaridade com microssatélites e elementos transponíveis as quais sugerem que 

a degeneração genética deste cromossomo pode ter ocorrido devido ao acúmulo destes DNA 

repetitivos. O mapeamento físico cromossômico de microssatélites e elementos transponíveis 

nos cromossomos de S. insignis e S. taeniurus indicaram que estas são mais abundantes no 

genoma de S. taeniurus, mas também ocorrem em regiões eucromáticas no genoma das duas 

espécies, indicando que algumas destas sequências possivelmente desempenhem algum papel 

funcional no genoma. Além disso, grandes clusters de sequências repetitivas obtidas neste 

estudo foram evidenciados nos cromossomos sexuais Z e W de S. taeniurus. Esta informação 

é de grande importância uma vez que o acúmulo de sequências repetitivas nas regiões ricas 

em genes pode refletir na diferenciação entre os proto-sexuais, evoluindo no par 

heteromórfico ZW observado em S. taeniurus. Os resultados obtidos neste estudo revelaram 

que as sequências repetitivas possuem papel atuante na carioevolução das espécies, 

principalmente na evolução do sistema de cromossomos sexuais em S. taeniurus e na origem 

dos múltiplos sítios de DNA ribossomal 5S em ambas as espécies.  
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Abstract 
 The genus Semaprochilodus comprises six fish species popularly known as jaraquis of 

high commercial value. The characteristic migratory movements of these species through 

various Amazonian environments expose them to waters with distinct physical-chemical 

characteristics, which have resulted in the evolution of considerable genotypic and phenotypic 

plasticity. We sought to identify the repetitive fractions of the genomes of species and 

populations of S. insignis and S. taeniurus that occupy different types of aquatic environments 

and physically locate those sequences are utilizing both traditional and molecular cytogenetic 

techniques and investigate the distribution of repetitive elements related to their biotypes. 

Additionally, we sought to examine the evolutive mechanisms that established sexual 

chromosome differentiation only in S. taeniurus. We examined 22 specimens of 

Semaprochilodus taeniurus (10 ♂, 12 ♀) and 20 specimens of S. insignis (10 ♂, 10 ♀) 

captured in the Tapajós (PA) and Negro (AM) rivers and in Catalão Lake (AM). As this was a 

comparative study, four individuals of Prochilodus nigricans (1 ♂, 3 ♀) and five of P. 

lineatus (3 ♂, 2 ♀) were included in the analysis. In general, the results did not reveal distinct 

patterns associated with the different biotypes in either the intra- or inter-specific analyses. In 

relation to the karyotypic structures of S. insignis and S. taeniurus, our results indicated the 

conservation of large numbers of conventional chromosome markers, but significant 

differences were observed in terms of heterochromatin distribution and in the chromosome 

pairs carrying the nucleolar organizer region. 18S DNAr was localized in only a single 

chromosome pair, while the 5S DNAr demonstrated multiple sites in various chromosome 

pairs in both species. The amplification, cloning, and sequencing of this ribosomal subunit 

was confirmed, but also revealed clones with deletions of base pairs in the coding region of 

the gene, suggesting that some sites identified by FISH may be pseudogenes. Cross-FISH 

using Cot-1 DNA probes demonstrated that the genomes of S. insignis and S. taeniurus had 

high degrees of similarity in terms of both their structures and the locations of the 

hybridization sites. These analyses indicated low degrees of similarity between these genomes 

and that of P. lineatus, however, principally in terms of the B chromosomes. The cloning and 

sequencing of the repetitive fraction of the genome allow / allowed the identification of 

innumerous fragments classified as microsatellites, transposons, and retrotransposons. 

Marking by the W-specific probe of S. taeniurus on its own chromosomes revealed complete 

hybridization on chromosome W, on centromeric and terminal sites on Z, and on other 
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autosomal chromosomes. Cross hybridization with this probe in S. insignis, Prochilodus 

lineatus, and P. nigricans did not identify the proto-W chromosome, but demonstrated 

positive signs of hybridization with repetitive DNA. The identification of W-specific 

sequences demonstrated high similarity with microsatellites and transposable elements, which 

suggests that the genetic degeneration of this chromosome may have occurred through 

accumulations of these repetitive DNAs. The physical chromosomal mapping of 

microsatellites and transposable elements on the chromosomes of S. insignis and S. taeniurus 

indicated that they were more abundant in the S. taeniurus genome, but also occurred in 

euchromatic regions in the two species, indicating that some of these sequences could have 

functional roles in the genome. Additionally, large clusters of repetitive sequences were 

observed in the Z and W sexual chromosomes of S. taeniurus. This information is important 

because accumulations of repetitive sequences in regions rich in genes may play a role in the 

differentiation between the proto-sex chromosomes, evolving into the heteromorphic ZW pair 

observed in S. Taeniurus. The results obtained in the present study indicated that repetitive 

sequences have an active role in the karyoevolution of species, principally in the evolution of 

the sexual chromosome system in S. taeniurus and in the origin of the multiple 5S DNA 

ribosomal sites in both species. 
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I. Introdução Geral 

I.1 Bacia amazônica e a influência dos tipos de água na ictiofauna 

A bacia amazônica é constituída por um complexo sistema de drenagem formado por 

cerca de sete mil tributários que deságuam no Solimões-Amazonas. Nos aproximadamente 

7.000.000 km² que definem sua área total, o regime de chuvas tropicais e a grande extensão 

de terras baixas são os fatores determinantes para que 300.000 km2 de margens sejam 

alagadas anualmente, contribuindo para a heterogeneidade dos ambientes amazônicos 

(Goulding et al. 2003). Aliado a isso, as características geológicas, físicas, químicas e 

biológicas contribuem para a inexistência de ambientes idênticos dentro desta bacia (Junk & 

Furch, 1993). 

Os rios amazônicos são diferentes não apenas na morfologia de seus cursos, mas 

também nas características físico-químicas de suas águas. Com base nestes fatores Sioli 

(1950) subdividiu as águas amazônicas em "brancas", "pretas" e "claras". As águas brancas 

apresentam-se turvas, com coloração barrenta e baixa transparência, em razão de carrearem 

uma grande quantidade de sedimentos resultantes dos processos de erosão da Cordilheira dos 

Andes. Estes sedimentos conferem à água uma composição química rica em sais minerais, 

com pH quase sempre próximo ao neutro (6,5 a 7) e condutividade alta. As águas pretas 

recebem este nome devido à coloração escura que possuem quando em grande volume. A cor 

escura é devida à grande concentração de ácidos húmicos e fúlvicos que se originam da 

decomposição incompleta, em condições de acidez, da matéria orgânica das florestas que 

circundam os rios e dos processos edáficos existentes nos solos amazônicos. Ainda são 

desconhecidos os fatores que causam a produção destes ácidos. A acidez (pH entre 3,0 e 5,0) 

se deve à ausência de cálcio/magnésio e à pobreza de sais minerais. As águas claras 

apresentam maior transparência com coloração verde claro. Apesar de possuírem certa 

heterogeneidade nos padrões físico-químicos seu pH varia, de maneira geral, entre 4,5 e 7,0 e 

sua condutividade é relativamente baixa (Sioli 1984; Furch 1984).  

Além dos diferentes tipos de água, a biota amazônica também está adaptada aos pulsos 

de inundação, sendo que na época da cheia grandes regiões de floresta tornam-se alagadas 

(Junk e Furch 1993). Nestas regiões há uma tendência para o estabelecimento de condições 

hipóxicas permanentes ou transitórias nos ambientes aquáticos. Isto faz com que diferentes 

espécies de peixes se estabeleçam de acordo com suas demandas de oxigênio e 



 

 

19

comportamento, o que culmina em uma distribuição peculiar da ictiofauna nas áreas alagáveis 

(Junk et al. 1997). Florestas alagadas por água branca rica em sedimentos e nutrientes são 

conhecidas como várzea, já as florestas alagadas por água preta rica em ácidos húmicos e 

pobre em nutrientes são conhecidas como igapós. Estes dois ambientes apresentam alta 

diversidade de peixes, entretanto diferem em sua composição (Junk et al. 1997; Parolin et al. 

2004).  

Como os organismos aquáticos respondem diretamente às alterações na composição 

físico-química do meio, os peixes amazônicos desenvolveram um avançado conjunto de 

habilidades para manter a homeostase orgânica quando expostos a diversas condições 

ambientais desfavoráveis, seja de origem natural. Estas estratégias adaptativas ocorrem em 

todos os níveis da escala biológica, desde o nível molecular até o nível comportamental e 

foram desenvolvidas em resposta a uma pressão seletiva causada por desafios ambientais 

crônicos, tais como: mudanças na disponibilidade de oxigênio dissolvido, águas pobres em 

íons, acidez, oscilações de temperatura, radiação ultravioleta, entre outros. O desenvolvimento 

de estratégias adaptativas frente à pressão seletiva do ambiente pode ter contribuído no 

processo de especiação dos peixes amazônicos, bem como nos diferentes padrões de 

plasticidade que algumas espécies exibem (Slobodkin e Rapoport 1974; Wooton 1990; 

Wilkelski e Cooke 2006). 

As migrações laterais constituem um exemplo da heterogeneidade físico-química a 

que muitas espécies de peixes são submetidas constantemente. Nestes processos os peixes 

deixam os rios de água clara e preta com destino aos rios de água branca, para que possam 

crescer acumular gordura e desovar em ambientes onde a produtividade de alimento é maior 

(Goulding 1980). Posteriormente, retornam ao seu habitat original. Todavia, também ocorrem 

desovas nos rios de águas consideradas pobres, como é o caso do rio Negro (Ribeiro, 1985). 

Esta rica variedade de ambientes permite que a ictiofauna seja exposta a diferentes níveis de 

pH, concentrações de oxigênio dissolvido e outros fatores que divergem entre os diferentes 

tipos de águas amazônicas.  

Desta forma, algumas espécies desenvolveram estratégias para tentar vencer as 

adversidades a que são submetidas constantemente, como as pertencentes à família 

Prochilodontidae. Porém, os processos que conferem esta adaptabilidade aos peixes 

amazônicos ainda não estão elucidados. 
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I.2 Família Prochilodontidae e sua importância comercial na Amazônia 

A família Prochilodontidae é compreendida por 21 espécies distribuídas em três 

gêneros: Ichthyoelephas, Prochilodus e Semaprochilodus. O gênero Semaprochilodus é 

composto por seis espécies (Semaprochilodus brama, Semaprochilodus insignis, 

Semaprochilodus kneri, Semaprochilodus laticeps, Semaprochilodus taeniurus e 

Semaprochilodus varii) das quais somente S. taeniurus e S. insignis são endêmicas da bacia 

amazônica central (Castro e Vari 2003). Ainda, híbridos naturais podem ocorrer entre estas 

duas espécies (Ribeiro 1985; Teixeira et al.1990). 

Estudos biogeográficos estimam que a família apresenta cerca de 12 milhões de anos, 

entretanto a sistemática é um tanto complexa devido à extraordinária estabilidade dos 

caracteres morfológicos e merísticos adotados para a distinção das diferentes espécies (Castro 

e Vari 2004). Filogenias construídas com base em caracteres morfológicos (informações 

osteológicas e sistemas anatômicos) e moleculares (ATPase, D-loop, ND4 and COI) indicam 

que Prochilodus  é grupo irmão de Semaprochilodus (Sivassundar et al. 2001; Castro e Vari 

2004; Turner et al. 2004) (Figura 1). A última filogenia estimada para o gênero 

Semaprochilodus (Castro e Vari 2004) S. brama, S. laticeps e S. varri aparecem com grupo 

irmão do clado S. taeniurus (S. kneri (S. insignis)) (Figura 2). 

 

 
Figura 1: Cladograma da família Prochilodontidae, estimado com base em caracteres 
morfológicos, proposto por Castro e Vari 2004.  
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Figura 2: Cladograma do gênero Semaprochilodus, estimado com base em caracteres 
morfológicos, proposto por Castro e Vari 2004. 

 

A maioria das espécies que compreendem esta família é amplamente distribuída ao 

longo das grandes bacias hidrográficas da América do Sul e podem efetuar grandes migrações 

com propósito reprodutivo (Mago-Leccia 1972). Apresentam tolerância a variações no 

ambiente em que vivem, tais como mudança de pH, estratificação de temperatura, normóxia e 

hipóxia, porém estas mudanças ambientais podem alterar o padrão de migração de muitas 

espécies (Val et al. 1984).  

Prochilodontidae está entre as famílias mais exploradas com fins pesqueiros, onde 

contribuem com pelo menos 1/3 da produção total do pescado. Na Amazônia, o peixe é um 

dos recursos naturais mais abundantes e utilizados já que sua importância está relacionada à 

alimentação humana, contribuindo com quase 70% da proteína animal consumida pela 

população amazônica. O aspecto mais relevante da importância do pescado para as 

populações amazônicas é o grande acesso entre as classes sociais de menor poder aquisitivo 

(Castro e Vari 2004). 

Um dos peixes mais explorados é o jaraqui, gênero Semaprochilodus. Por ser o peixe 

mais consumido na região amazônica, é o que mais sofre com a pesca comercial já que a 

concentração dos grandes cardumes durante as migrações de desova nas proximidades de 

Manaus são alvos fáceis da frota de pesca que comercializa pescado nessa cidade (Ruffino e 
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Isaac 1994). Por conta disso, o jaraqui já apresenta sinais de sobrepesca. Segundo Agostinho 

et al. (2005), os estoques ainda estão se mantendo, talvez pelo fato desta espécie possuir um 

ciclo de vida curto o que faz com que atinja a idade reprodutiva mais rápido.  

A característica migratória do jaraqui ao longo dos vários ambientes amazônicos 

obriga-o a experimentar diferentes águas com características físico-químicas completamente 

distintas (Veríssimo 1895; Goulding e Carvalho 1982). As pressões ambientais a que esta e 

outras espécies de peixes têm sido submetidas levam esse grupo a desenvolver, durante o 

processo evolutivo, uma grande plasticidade genotípica e, consequentemente, fenotípica 

(Almeida-Val e Farias 1996). 

Diversos estudos foram realizados com Semaprochilodus spp. da Amazônia central, 

principalmente relacionados à morfologia (Ribeiro 1983; 1985), reprodução ( Araújo-Lima 

1984; Vazzoler 1989a e 1989b; Oliveira 1996; Leite 2000; Leite e Araújo-Lima 2002; 

Oliveira 2003; Lima e Araújo-Lima 2004; Leite et al. 2006), fisiologia (Val 1986; Val et al. 

1998) e genética (Feldberg et al.1987; Teixeira et al. 1990; Oliveira et al. 2003; Passos et al. 

2010).  

I.3 Citogenética da família Prochilodontidae 

 Com relação a aspectos citogenéticos, S. insignis e S. taeniurus possuem número 

diploide igual a 54 cromossomos cujo cariótipo apresenta 20 pares de cromossomos 

metacêntricos e sete pares de cromossomos submetacêntricos. A única diferença encontrada 

na macroestrutura cariotípica entre as duas espécies é a presença de um sistema de 

cromossomos sexuais do tipo ZZ/ZW em S. taeniurus. Em peixes os cromossomos sexuais 

heteromórficos podem estar ausentes ou diferenciados. Sistemas de cromossomos sexuais 

onde o macho é heterogamético são denominados XX/XY, já quando a fêmea é 

heterogamética o sistema é denominado ZZ/ZW (Ezaz et al. 2006). Para alcançar o estado de 

cromossomos sexuais heteromórficos, estes cromossomos sofrem várias etapas de 

diferenciação ao longo de milhares de anos, evoluindo a partir de um par de cromossomos 

autossômico ancestral. Esta hipótese foi criada a partir da observação de sistemas de 

cromossomos sexuais em diversas etapas da evolução, desde sistemas onde o X e o Y (ou o Z 

e o W), por exemplo, são dificilmente distinguíveis morfologicamente até sistemas 

completamente heteromórficos (Muller 1964). Na origem dos cromossomos sexuais, dois 

fatores principais auxiliam na diferenciação entre os cromossomos denominados “proto-par” 

sexual por meio da perda de recombinação: a amplificação de sequências repetitivas e 
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rearranjos cromossômicos. Rearranjos como translocações e inversões causam a redução ou 

supressão de crossing-over em regiões próximas ao ponto de quebra. Nestas regiões onde o 

crossing-over ficou reduzido ou ausente, existe uma tendência de acúmulo de sequências de 

DNA satélite em tandem e de elementos transponíveis. Regiões de acúmulo de DNA satélite 

(heterocromáticas) são conhecidas pela ausência de crossing-over. Devido a inserções destes 

elementos e DNA satélite, as regiões vizinhas adjacentes a região sem recombinação, também 

estariam restritas ao crossing-over (Charlesworth et al. 2005). 

Com relação à região organizadora de nucléolo (RON) as duas espécies apresentam 

marcação intersticial no braço curto do segundo par cromossômico submetacêntrico. A 

heterocromatina constitutiva se distribui na forma de grandes blocos heterocromáticos 

localizados na região pericentromérica de todos os cromossomos do complemento (Feldberg 

et al. 1987).  

 Os peixes do gênero Prochilodus também apresentam um cariótipo padrão, com 

número diploide 2n=54 cromossomos de dois braços. Em especial, algumas espécies e 

populações deste gênero, a exemplo de Prochilodus lineatus, têm demonstrado uma intensa 

variação intra e interpopulacional de microcromossomos supranumerários (Pauls e Bertollo 

1983; 1990; Dias et al. 1998; Cavallaro et al. 2000; Jesus e Moreira-Filho 2003; Artoni et al. 

2006; Vicari et al., 2006, Voltolin et al. 2010; 2011).  

 No gênero Prochilodus um único par de cromossomos com RONs ativas tem sido 

observado em P. lineatus (Pauls e Bertollo 1990). No entanto, o emprego da localização in 

situ de genes ribossomais 18S tem indicado a presença de polimorfismos numéricos destes 

genes não só em P. lineatus assim como em outra espécie deste mesmo gênero, P. marggravii 

(Jesus e Moreira-Filho 2003). Em adição, genes 5S indicam uma distribuição cariotípica 

sintênica para as famílias de DNAr 18S e 5S nestas espécies (Vicari et al., 2006). Ainda, 

algumas espécies têm demonstrado uma intensa variação numérica intra/interpopulacional 

devida em relação à presença de microcromossomos supranumerários. (Pauls e Bertollo 1983, 

1990; Artoni et al. 2006). Esses cromossomos são facilmente identificáveis, apresentando-se 

como microcromossomos heterocromáticos, podendo variar em número entre 0 - 7 (Pauls e 

Bertollo 1983; Oliveira et al. 1997; Cavallaro et al. 2000, Voltolin et al. 2011). Jesus et al. 

(2003) obtiveram e descreveram dados citológicos para duas famílias de DNA satélite em 

Prochilodus lineatus, sendo uma delas verificada em todos os microcromossomos B. Ao 

empregar estas duas sequências de DNAs repetitivos no mapeamento físico por FISH em 
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outra população de P. lineatus Artoni et al. (2006) propuseram a origem isocromossômica 

para estes elementos acessórios no genoma da espécie. 

 Apesar da citogenética clássica responder muitas questões relacionadas à evolução 

cariotípica de Semaprochilodus, técnicas mais sensíveis, como a identificação de sequências 

específicas de DNA nos cromossomos através de sondas, tendem a revelar polimorfismos 

intra e interespecíficos não detectados por ferramentas de citogenética clássica.  

I.4 Citogenética molecular 

 Com o aumento de informações sobre os cromossomos cresceu a necessidade de se 

conhecer mais sobre a organização do DNA nos cromossomos metafásicos e interfásicos. Esta 

questão levou alguns geneticistas a investigarem a organização molecular da cromatina dando 

início aos estudos citogenéticos moleculares (Guerra 1988). 

O método de hibridização fluorescente in situ (FISH), descrito por Pinkel et al. (1986) 

permite a detecção de sequências específicas em cromossomos metafásicos e núcleos 

interfásicos através da hibridização de sequências complementares (sondas). Esta técnica 

proporciona a interação entre conhecimentos da biologia celular, citogenética clássica e 

genética molecular e consiste basicamente na hibridização de um fragmento de DNA ou RNA 

situado dentro da célula do organismo que está sendo estudado. Esta técnica é muito usada no 

mapeamento de genomas, na detecção de sequências únicas e, principalmente, de sequências 

de DNA repetitivo. O padrão de FISH em cromossomos metafásicos, usando sequências 

repetitivas em tandem, é apontado como um excelente marcador físico para a identificação de 

cromossomos (Friebe et al. 1993; Brasileiro-Vidal e Guerra 2002). 

Em peixes a hibridização fluorescente in situ tem permitido novas interpretações da 

diversidade, principalmente sobre a origem dos cromossomos sexuais e supernumerários e 

sobre a organização genômica de segmentos cromossômicos específicos (centrômero, 

telômero e sítios ribossomais) (Galetti Jr e Martins 2004).  

Nos vertebrados, os genes de cópia única correspondem de 2 - 10% do genoma, sendo 

o restante formado por regiões repetitivas (Horvath et al. 2001). Os eucariotos possuem dois 

tipos de DNA altamente repetitivos: sequências de DNA repetitivos em tandem e sequências 

de DNA repetitivo dispersas. As sequências de DNA repetitivo em tandem incluem: os DNAs 

satélite, enquanto que as sequências repetitivas dispersas englobam os elementos 

transponíveis (Phillips e Reed 1996; Martins 2007) 
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As sequências repetitivas são divididas em não-codificantes e codificantes, embora já 

sejam conhecidos elementos transponíveis e DNA satélites que podem ser transcritos. As 

sequências “não-codificantes” são representadas pelos DNAs satélites, minisatélites, 

microssatélites (Levinson e Gutman 1987) e elementos transponíveis (Feschotte 2004). Já as 

sequências codificantes são compostas pelas famílias multigênicas, das quais os genes mais 

estudados são as histonas e os RNAs ribossomais (Long e David 1980; Pendás et al. 1994). 

As sequências “não-codificantes” são divididas de acordo com a organização: em 

tandem ou dispersos. A classificação das sequências organizadas em tandem ocorre de acordo 

com o tamanho das unidades de repetição. O primeiro grupo é representado pelo DNA satélite 

(DNAsat), o qual possui unidades que alcançam de 100 a 1000 nucleotídeos, variando em 

localização e quantidade dentro do cromossomo, representando o componente principal da 

heterocromatina e localizado preferencialmente em regiões pericentroméricas e teloméricas. 

Geralmente o DNAsat é espécie específico, mas existem grupos de espécies que 

compartilham a mesma família de DNA (Timberlake 1978). 

O segundo grupo compreende o DNA moderadamente repetitivo, possuindo unidades 

que variam de 10 a 100 pb de tamanho, sendo denominados minisatélites (Jeffreys et al. 

1985). Acredita-se que possuam função como intermediário no início de pareamento em 

alguns genomas eucarióticos (Sumner 2003; Martins et al. 2011). 

Outro grupo de DNA repetitivo é conhecido como microssatélite e é formado por 

repetições curtas de 1 a 6 bp (Weber e May 1989). Possuem participação na organização da 

cromatina, replicação do DNA, recombinação e regulação da atividade genética. Apresentam 

também importância em estudos de genética de população, conservação, epidemiologia, entre 

outros, sendo amplamente utilizados como marcadores genéticos (Sumner 2003; Martins et 

al. 2011). 

Os elementos móveis diferem de outras sequências do genoma devido à sua 

capacidade de mobilização, que pode gerar duplicação e polimorfismos no sítio de sua 

inserção e apresentar variabilidade no número de cópias dentro e entre espécies (Hart et al. 

1992; Capy et al. 1998; Almeida e Carareto 2005). A classificação desses elementos é feita de 

acordo com o tipo intermediário de transposição, sendo definidos como pertencentes à classe 

I, aqueles que utilizam a transcriptase reversa para se transporem via um intermediário de 

RNA (retrotransposons). Existem três tipos de elementos transponíveis nesta classe: 

elementos longos intercalados (long interspersed elements-LINEs), elementos curtos 

intercalados (short interspersed elements-SINEs) e os que possuem longas repetições 
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terminais (long terminal repeats-LTRs). Os pertencentes à classe II incluem todos aqueles que 

se transpõem diretamente de DNA para DNA (transposons), usando uma enzima 

(transposase), por eles codificada (Van Sluys et al. 2001; Tafalla et al. 2006; Martins 2007). 

A mobilização dos elementos móveis parece não ser ao acaso e pode responder a condições 

do meio ambiente, influenciando a expressão de genes, ativando ou silenciando-os, quando 

inseridos próximo ou dentro destes (Burt e Trivers 2006). Recentemente, o projeto 

Encyclopedia of DNA Elements (ENCODE) mostrou que a fração repetitiva do genoma é rica 

em elementos funcionais que controlam a atividade gênica em muitos níveis além de possuir 

função estrutural no genoma, incluindo sítios de ancoragem de proteínas (Dunham et al. 

2012).  

Atualmente admite-se que boa parte da instabilidade do genoma é o fator que garante 

uma rápida adaptação dos organismos ao ambiente sendo os elementos repetitivos um dos 

principais responsáveis por esta plasticidade. Estudos recentes demonstram que sequências 

repetitivas conferem uma adaptação térmica a vários organismos, dentre eles os peixes 

(Varriale et al. 2008). Com relação à ictiofauna amazônica estudos com esta abordagem são 

inovadores e restringem-se ao acará-disco (Symphysodon spp.), onde foi verificado que 

elementos repetitivos podem estar atuando na adaptação a diferentes biótopos (Gross et al. 

2010a), a traíra (Hoplias malabaricus), onde evidenciaram padrões distintos de estrutura e 

composição destas sequências entre peixes provenientes de águas pretas e brancas (Santos 

2012) e ao tamoatá (Hoplosternun litoralle) onde também verificou-se padrões distintos de 

estrutura e composição destas sequências entre peixes provenientes de ambientes naturais e 

antropizados (Gross et al. 2012). 

Desta forma, a identificação e utilização de elementos repetitivos (satélites, 

microssatélites e elementos transponíveis) no mapeamento físico cromossômico de 

Semaprochilodus spp. pode proporcionar uma melhor visão do genoma das espécies, de como 

este genoma está organizado e como ocorreu a sua evolução, principalmente os mecanismos 

evolutivos que estabeleceram a diferenciação cromossômica sexual apenas em S. taeniurus. 

Além disso, o entendimento de como estas sequências se comportam frente a estresses 

ambientais são indispensáveis para serem empregadas em estudos de genética aplicada. 
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I.5 Objetivos 

I.5.1 Objetivo geral 

Identificar e mapear sequências de DNA repetitivo em Semaprochilodus taeniurus e S. 

insignis, visando compreender como estes elementos se comportam entre as espécies e em 

diferentes ambientes aquáticos amazônicos.  

 

I.5.2 Objetivos específicos 

Estabelecer o padrão de localização física cromossômica de elementos repetitivos em 

S. taeniurus e S. insignis. 

Identificar possíveis correlações entre alterações na localização física cromossômica 

dos elementos repetitivos e os diferentes habitats. 

Compreender os mecanismos envolvidos na diferenciação cromossômica sexual de 

Semaprochilodus taeniurus. 

Identificar e analisar a fração repetitiva dos genomas S. insignis e S. taeniurus 
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II. Material e Métodos 

II.1 Indivíduos amostrados e locais de coleta 

Foram estudados citogeneticamente 22 indivíduos de Semaprochilodus taeniurus (12 

fêmeas e 10 machos), 20 de Semaprochilodus insignis (10 fêmeas e 10 machos) capturados 

nos rios Tapajós-PA e lago Catalão (confluência dos rios, Negro e Solimões), quatro 

indivíduos de Prochilodus nigricans (3 fêmeas e 1 macho) coletados no lago Catalão (Figura 

3). Ainda, cinco indivíduos de P. lineatus (2 fêmeas e 3 machos) coletados no rio Tibagi –PR, 

foram gentilmente cedidos pelo Laboratório de Citogenética e Evolução da Universidade 

Estadual de Ponta Grossa (UEPG). 

 

 
Figura 3: Mapa indicando os locais de coletas. 1) Rio Negro/Lago Catalão; 2) 
Tapajós/Amazonas.  

 

Os peixes foram coletados com redes de pesca e mantidos vivos em aquário aerado até 

o momento da realização das preparações citogenéticas. A maioria das análises foi realizada 

no laboratório de Genética Animal - INPA.  

Fragmentos de tecido muscular e tecido renal foram utilizados para extração de DNA 

genômico e obtenção de suspensão celular, respectivamente. Os peixes analisados foram 
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numerados, registrados, fixados em formol 10% durante 24h e posteriormente acondicionados 

em recipientes contendo álcool 70%. Espécimes voucher de S. insignis, S. taeniurus e P. 

nigricans foram depositados na coleção ictiológica do INPA (Tombamentos: 39001; 39002; 

39003 e 39004). Exemplares de P. lineatus encontram-se depositados no museu de zoologia 

da Universidade Estadual de Londrina - PR (UEL 1737). 

 Todas as coletas foram realizadas com autorização de coleta (ICMBio SISBIO 10609-

1/2007) em nome de Eliana Feldberg. 

 Os métodos utilizados neste estudo não foram descritos neste momento por estarem 

incluídos no tópico Material e Métodos nos capítulos que se seguem. 
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III. Resultados e discussão 

 Os resultados obtidos neste estudo e a discussão dos dados são apresentados na forma 

de quatro artigos científicos, mencionados a seguir: 

 

III.1 – Artigo 1 – Estabilidade cariotípica: regra geral para os peixes da família 

Prochilodontidae? (2012) Hydrobiologia 686:147-156.  

 

III.2  – Artigo 2 – Sequências repetitivas: a diversidade oculta da heterocromatina nos peixes 

prochilodontidae. Submetido para publicação no periódico BMC Genetics em 05/10/2012. 

Primeira revisão efetuada em 17/12/2012.  

 

III.3  – Artigo 3 – Sequências repetitivas associadas com a diferenciação do cromossomo W 

em Semaprochilodus taeniurus. Submetido para publicação no periódico Genetica em 

03/08/2012. Aceito para publicação em 26/11/2012. 

 

III.4 –Artigo 4 – Dinâmica evolutiva do DNA repetitivo e cromossomos sexuais: 

Semaprochilodus (Characiforme, Prochilodontidae) como modelo. Submetido para publicação 

no periódico Sexual Development em 19/11/2012. Primeira revisão efetuada em 19/12/2012. 
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III.1 – Artigo 1 - Estabilidade cariotípica: regra geral para os peixes da família 

Prochilodontidae? 

 

 

 

 

 
III.1 Capítulo 1 

___________________________________________________________________________ 
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III.1.1 Resumo 

Estudos citogenéticos envolvendo a família Prochilodontidae têm mostrado que estes peixes 

apresentam número diploide constante e macroestrutura cariotípica conservada. Entretanto, 

ferramentas da citogenética clássica apresentaram pouco poder resolutivo para revelar a 

variação intra e interespecífica neste grupo de peixes. Desta forma, este estudo foi focado no 

mapeamento físico cromossômico comparativo, utilizando DNAr 18S e 5S entre as espécies 

Semaprochilodus insignis e S. taeniurus. A espécie Prochilodus nigricans foi analisada 

conjuntamente como grupo externo neste estudo. Os resultados obtidos indicam uma 

conservação de um grande número de marcadores cromossômicos convencionais, no entanto 

algumas diferenças significativas foram encontradas na distribuição da heterocromatina e no 

par portador da região organizadora de nucléolo. Na análise citogenética molecular, a 

localização do DNAr 18S evidenciou um par cromossômico portador destes sítios nas 

espécies analisadas, caráter conservado para a maioria das espécies desta família. Entretanto, 

a estabilidade quanto ao número e localização cromossômica do DNAr 5S observada nos 

Prochilodontidae não foi confirmada para S. insignis e S. taeniurus. Estas espécies 

evidenciaram múltiplos sítios DNAr 5S. A amplificação, clonagem e sequenciamento com 

primers rDNA 5S específicos confirmaram que o fragmento hibridizado se refere a um 

monômero de DNAr 5S. No entanto, uma das sequências apresentou uma deleção de 11 pb 

interna à região do transcrito. Possivelmente, esta sequência pode ser derivada por 

pseudogene. Dessa forma, apesar de muitos trabalhos indicarem que a família 

Prochilodontidae apresenta uma evolução cariotípica conservada, a aplicação de ferramentas 

moleculares utilizando segmentos cromossômicos como sonda revelou que esta estabilidade 

não pode ser estendida ao nível genômico para as espécies S. insignis e S. taeniurus. 

 

III.1.2 Introdução 

 A família Prochilodontidae é compreendida por 21 espécies distribuídas em três 

gêneros: Ichthyoelephas, Prochilodus e Semaprochilodus. A sistemática desta família é 

bastante complexa devido à extraordinária estabilidade dos caracteres morfológicos e 

merísticos adotados para a distinção de suas espécies (Mago-Leccia 1972). 

 O gênero Semaprochilodus é composto por seis espécies conhecidas popularmente 

como jaraqui, das quais somente Semaprochilodus insignis e S. taeniurus são endêmicas da 

bacia amazônica central (Castro e Vari 2003). Por terem grande importância no comércio 
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pesqueiro (Barletta et al. 2010), diversos estudos relacionados à morfologia (Ribeiro 1983 e 

1985), reprodução (Vazzoler e Amadio 1989; Vazzoler et al. 1989), biologia (Leite e Araújo-

Lima 2002; Oliveira 2003; Lima e Araújo-Lima 2004; Leite et al. 2006), fisiologia (Val et al. 

1984; Val et al. 1998) e genética (Feldberg et al. 1987; Teixeira et al. 1990; Oliveira et al. 

2003) já foram realizados nestas espécies. 

 Com relação a aspectos citogenéticos, o número e a morfologia cromossômica das 

espécies do gênero Semaprochilodus relatam a natureza conservativa de 2n=54 cromossomos 

do tipo meta e submetacêntricos, característico dos Prochilodontidae (Pauls e Bertollo 1990; 

Oliveira et al. 2003). O caráter com maior divergência encontrado até então na macroestrutura 

cariotípica entre as espécies deste gênero é a presença de um sistema de cromossomos sexuais 

do tipo ZZ/ZW em S. taeniurus (Feldberg et al. 1987).  

 Apesar da citogenética clássica responder várias questões relacionadas à evolução 

cariotípica em muitos grupos de peixes, até o presente momento esta ferramenta apresentou 

pouco poder resolutivo para revelar a variação intra e interespecífica do gênero 

Semaprochilodus. Entretanto, procedimentos de citogenética molecular como a identificação 

de sequências específicas de DNA nos cromossomos através de hibridização fluorescente in 

situ (FISH) podem revelar novas interpretações da diversidade, principalmente sobre a origem 

dos cromossomos sexuais, supranumerários e sobre a organização genômica de segmentos 

cromossômicos específicos (Voltolin et al. 2010; Gross et al. 2010a; b). 

 O mapeamento físico cromossômico dos genes ribossomais tem sido empregado para 

ajudar a elucidar questões relacionadas à organização cromossômica e carioevolução em 

muitos grupos de peixes (Valente et al. 2011; Gross et al. 2010b; Vicari et al. 2010). Desta 

forma, este estudo foi focado na comparação dos marcadores da citogenética clássica 

(coloração convencional, padrão de banda-c e localização das regiões organizadoras de 

nucléolo), das sequências DNAr 5S e no mapeamento físico cromossômico dos sítios DNAr 

18S e 5S entre Semaprochilodus insignis e S. taeniurus com o objetivo de analisar a 

diversificação cariotípica destes marcadores nestas espécies de Prochilodontidae. 

 

III.1.3 Material e Métodos 

 Foram amostrados citogeneticamente 10 indivíduos de Semaprochilodus insignis (6 

fêmeas e 4 machos) e 12 de Semaprochilodus taeniurus (7 fêmeas e 5 machos) coletados com 

autorização do IBAMA (Instituto Brasileiro de Recursos Naturais Renováveis-10609-1/2007) 
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na confluência dos rios Negro/Solimões -AM (03º09'57''S/59º54'44''W) e Amazonas/Tapajós-

PA (02º33'06''S/55 º11'03''W). Como grupo externo para análises de citogenética molecular, 

quatro indivíduos de Prochilodus nigricans (3 fêmeas e 1 macho) foram analisados, sendo 

estes provenientes da confluência dos rios Negros/Solimões-AM. Os peixes foram 

anestesiados em água gelada e sacrificados. Os espécimes testemunhos foram depositados na 

coleção de peixes do Laboratório de Genética Animal /INPA (10034, 10037, 10047, 10696). 

III.1.3.1 Extração de DNA e amplificação das subunidades de DNAr 18S e 5S  

O DNA genômico foi extraído a partir de tecido muscular preservado em etanol 100% 

utilizando o protocolo descrito por Sambrook e Russell (2001). Os DNAr 18S e 5S foram 

amplificados por reação em cadeia da polimerase (PCR) utilizando os primers 18Sf (5’-CCG 

CTT TGG TGA CTC TTG AT- 3’) e18Sr (5’-CCG AGGACC TCA CTA AAC CA-3’) 

(Gross et al. 2010b) e 5Sa (5’ -TAC GCC CGA TCT CGT CCG ATC) e 5Sb (5’ -CAGGCT 

GGT ATG GCC GTA AGC- 3’) (Komiya e Takemura 1979), respectivamente. As reações 

foram conduzidas em um volume final de 25 μl consistindo de 1 μl de DNA genômico (100 

ng), 2,5 μl de tampão 10× com cloreto de magnésio (1,5 mM), 0,25 μl de Taq DNA 

Polimerase (5 U/μl), 1,5 μl de dNTP (1 mM), 1,5 μl de cada primer (5 mM) e água ultra pura 

para completar o volume. Os ciclos de amplificação seguiram as seguintes etapas: DNAr 18S: 

1 minuto a 95 ºC (desnaturação); 35 ciclos de 1 minuto a 94 ºC, 1 minuto a 56 ºC (anelamento) 

e 1 minuto e 30 segundos a 72 ºC (amplificação) e 5 minutos a 72 ºC (extensão final). DNAr 

5S: 1 minuto a 94 ºC (desnaturação); 30 ciclos de 1 minuto a 94 ºC, 1 minuto a 59 ºC 

(anelamento) e 1 minuto e  30 segundos a 72 ºC (amplificação) e 5 minutos a 72 ºC (extensão 

final). 

III.1.3.2 Clonagem e sequenciamento do DNAr5S 

 Os produtos de PCR foram clonados em plasmídeo pGEM-T Easy (Promega) 

utilizados para transformar células competentes DH5α de Escherichia coli (Promega). Os 

clones das subunidades do DNAr 5S de S. insignis e S. taeniurus foram purificados usando o 

kit de purificação GFX PCR (GE Healtcare) e sequenciados usando o kit Big Dye (Applied 

Biosystems) no sequenciador automático ABI 3130xl. O alinhamento das sequências foi 

realizado utilizando a ferramenta Clustal W (Thompson et al. 1994), incluída no programa 

BioEdit 7.0 (Hall 1999). As sequências nucleotídicas foram comparadas com sequências 

conhecidas por meio da ferramenta BLASTN/nucleotide sequences contida no banco público 

de sequências - NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).  
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III.1.3.3 Obtenção dos cromossomos, detecção das regiões heterocromáticas e regiões 

organizadoras de nucléolo 

 As preparações cromossômicas foram obtidas a partir de células renais utilizando 

colchicina in vivo seguindo o protocolo descrito por (Bertollo et al. 1978). A heterocromatina 

foi detectada utilizando o protocolo descrito por Sumner (1972) e a região organizadora de 

nucléolo (Ag-RONs) foram detectadas com nitrato de prata (Howell e Black 1980). 

III.1.3.4 Hibridização fluorescente in situ (FISH) 

 Os produtos de PCR referente aos DNAr 18S e 5S foram marcados por nick 

translation com biotina-14-dATP (Biotin Nick Translation mix; Invitrogen) e digoxigenina-

11-dUTP (Dig-Nick Translation mix; Roche), seguindo as instruções do fabricante. Os 

anticorpos avidina-FITC (Sigma-Aldrich), anti-avidina biotina (Sigma-Aldrich) e anti-

digoxigenina rhodamine (Roche) foram usados para detecção e amplificação do sinal. 

Hibridizações fluorescente in situ homólogas e heterólogas foram realizadas seguindo o 

protocolo descrito por Pinkel et al. (1986), com alta estringência (2,5 ng/µl de sonda DNAr 

18S e DNAr 5S, 50% formamida, 10% sulfato dextrano, 2XSSC a 37 0C por 18 h). Os 

cromossomos foram contracorados com DAPI (2 µg/ml), em meio de montagem Vectashield 

(Vector). 

III.1.3. Captura e Processamento da imagem 

  Os cromossomos hibridizados foram analisados usando o microscópio epifluorescente 

Olympus BX51. As imagens foram capturas com câmera digital (Olympus DP71), usando o 

software Image-Pro MC 6.3. As metáfases mitóticas foram editadas no programa Adobe 

Photoshop CS3 program. Os cromossomos foram medidos no programa de domínio público 

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

 

III.1.4 Resultados 

 A análise cariotípica de S. insignis e S. taeniurus revelou um número diploide igual a 

2n=54 cromossomos (40m + 14 sm), com ausência de polimorfismo cromossômico 

intraespecífico e presença de cromossomos sexuais diferenciados (ZZ/ZW) somente em S. 

taeniurus. A heterocromatina constitutiva foi detectada na região centromérica da maioria dos 

cromossomos das duas espécies. Além destas, S. insignis apresentou blocos heterocromáticos 

na região terminal do primeiro par metacêntrico e S. taeniurus apresentou grandes marcações 

biteloméricas nos pares metacêntricos 2 e 3. No cromossomo sexual Z a heterocromatina foi 
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evidenciada somente na região centromérica. Por sua vez, o cromossomo W apresentou um 

grande bloco heterocromático, que se estende ao longo de ambos os braços cromossômicos. A 

região organizadora de nucléolo detectada pela prata (Ag-RON) e pela FISH, utilizando sonda 

de DNAr 18S localizou estes sítios restritos à região intersticial do braço curto do segundo par 

metacêntrico em S. insignis e no braço curto do quarto par metacêntrico em S. taeniurus 

(Figuras 1 e 2, respectivamente). 

 Em S. insignis a FISH com a sonda do DNAr 5S revelou uma grande quantidade de 

sítios ribossomais. Em cinco pares cromossômicos os sítios DNAr 5S foram localizados na 

região terminal dos braços curtos (pares 2, 15, 17, 23 e 26), no par 3 o sítio foi localizado na 

região terminal do braço longo e no par 11 em região intersticial do braço longo. Nesta 

espécie, o par cromossômico 2 apresentou os sítios de 18S e 5S em sintenia (Figura 2a). 

Semaprochilodus taeniurus apresentou oito pares cromossômicos (pares 8, 10, 15, 20, 21, 22, 

23 e 25) portadores de DNAr 5S na região terminal dos braços curtos (Figura 2b).  

 Para o grupo externo Prochilodus nigricans as mesmas sondas DNAr 18S e DNAr 5S 

foram localizadas sintênicas e adjacentes, na região intersticial dos braços longos do segundo 

par cromossômico metacêntrico (Figura 2c). 
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Figura 1: Cariótipos de Semaprochilodus insignis (a) coloração convencional; (b) 
bandeamento-C; (c) Ag-RON e Semaprochilodus taeniurus (d) coloração convencional; (e) 
bandeamento-C; (f) Ag-RON. Em destaque: cromossomos sexuais. 
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Figura 2: Cariótipos mostrando os DNAr 18S (sítios vermelhos) e 5S (sítios verdes). (a) 
Semaprochilodus insignis; (b) Semaprochilodus taeniurus e (c) Prochilodus nigricans. 
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 A amplificação com os primers DNAr 5S resultou em fragmentos que foram clonados 

e sequenciados para as duas espécies de Semaprochilodus (número de acesso no GenBank: 

JQ319031 e JQ319032). As 21 sequências de S. insignis e S. taeniurus geradas foram 

comparadas com outras disponíveis no banco de dados do NCBI e apresentaram alta 

similaridade com DNAr 5S de S. insignis (similaridade= 97%; GQ 403957.1), o que confirma 

que se trata de monômeros do DNAr 5S. As duas espécies apresentaram sequências de 272 

pares de bases, dos quais 120 pb foram referentes à região do transcrito funcional e 152 pb 

referentes ao espaçador não transcrito (NTS). Um dos clones de S. taeniurus (5S II) 

apresentou a deleção de 11 pares de bases na região funcional do RNAr 5S (Figura 3). 

 

 
Figura 3: Alinhamento da sequência consenso do DNAr 5S de Semaprochilodus insignis e S. 
taeniurus (5S-I) e uma das sequências que apresentou deleção na parte funcional do gene (5S 
–II). Em negrito está a região codificante do DNAr 5S, as bases sublinhadas referem-se ao 
local de anelamento dos primers. Os hífens indicam as deleções. 

III.1.5 Discussão 

 Citogeneticamente, os gêneros Prochilodus e Semaprochilodus apresentam uma 

macroestrutura cariotípica relativamente estável com 2n=54 cromossomos dos tipos meta e 

submetacêntricos, um par portador do sítio de RON e heterocromatina com distribuição 

principalmente pericentromérica (Pauls e Bertollo 1990; Oliveira et al. 2003; Hatanaka e 

Galetti Jr 2004). No entanto, alguns marcadores cromossômicos não são compartilhados por 

todos os representantes da família já estudados, tais como: presença de cromossomos 

supranumerários em populações de P. lineatus (Jesus et al. 2003; Artoni et al. 2006; Vicari et 

al. 2006) e P. nigricans (Venere et al. 1999), sistema de cromossomos sexuais ZZ/ZW em S. 

taeniurus (Feldberg et al. 1987) e a sintenia dos DNAr 18S e 5S (Jesus e Moreira-Filho 2003; 
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Hatanaka e Galetti Jr. 2004; Vicari et al. 2006). Ainda, variações populacionais foram 

relatadas para a presença de cromossomos B em P. nigricans da bacia do rio Araguaia 

(Venere et al. 1999) e ausência destes cromossomos na população da bacia amazônica (Pauls 

e Bertollo 1990; presente estudo) e também para a variação do tamanho do sítio ribossomal 

maior por duplicações em tandem em P. lineatus (Vicari et al. 2006). 

 No gênero Semaprochilodus, as duas espécies que ocorrem na Venezuela, S. kneri e S. 

laticeps, apresentam cariótipos idênticos em coloração convencional e a região organizadora 

de nucléolo está presente no braço curto do segundo par cromossômico do complemento 

(Oliveira et al. 2003). As espécies S. insignis e S. taeniurus encontradas na Amazônia 

brasileira, diferem das duas anteriores quanto à localização da RON na região intersticial do 

braço curto do terceiro par de cromossomos do complemento e pela presença de regiões 

heterocromáticas nos braços curtos de um par submetacêntrico em S. insignis e blocos 

heterocromáticos biteloméricos evidentes em um único par metacêntrico de S. taeniurus, ditos 

serem marcadores específicos por Feldberg et al. (1987). Ainda, a presença do sistema de 

cromossomos sexuais do tipo ZZ/ZW somente em S. taeniurus, pode ter tido origem em um 

processo de acúmulo de heterocromatina in cis para a diferenciação do cromossomo W e 

consequente restrição da recombinação a partir do primeiro par cromossômico (Feldberg et al. 

1987). 

 Para os indivíduos de S. insignis analisados no presente trabalho, o par cromossômico 

considerado como marcador espécie-específico por Feldberg et al. (1987) corresponde ao 

segundo par cromossômico, que é portador das regiões organizadoras de nucléolo, as quais 

são positivas para banda C, não sendo encontrada nenhuma evidência de RON no terceiro par 

do complemento. Para S. taeniurus dois pares com heterocromatina bitelomérica foram 

evidenciados (pares 2 e 3) e a RON está presente no quarto par metacêntrico, contrastando 

com os dados apontados por Feldberg et al. (1987). A hibridização de sondas de DNAr 18S 

em Semaprochilodus reforça estes dados, uma vez que os mesmos foram localizados na 

região intersticial dos braços curtos do segundo e quarto par cromossômico de S. insignis e S. 

taeniurus, respectivamente. 

 A ocorrência de RON simples corroborada pela FISH é comum aos Prochilodontidae. 

A hibridização do DNAr 18S em diferentes espécies do gênero Prochilodus indica um padrão 

na localização destes sítios ribossomais restritas aos braços longos do segundo ou quarto par 

cromossômico na maioria das espécies analisadas (Vicari et al. 2006; Grass et al. 2007). 

Muitas vezes o número de cromossomos portadores dos sítios 18S é maior do que o indicado 
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pelo nitrato de prata, que não evidencia sítios inativos. Em espécimes de P. argenteus, a FISH 

identificou sítios adicionais de DNAr 18S na região telomérica de até 3 cromossomos 

(Hatanaka e Galetti Jr. 2004), entretanto, em um trabalho anterior Pauls e Bertollo (1990) já 

haviam identificado um terceiro cromossomo que esporadicamente apresentava RON ativa 

em outra população de P. argenteus e P. costatus. A população de P. lineatus do rio Mogi 

Guaçu (São Paulo, Brasil) foi caracterizada por apresentar RON simples, entretanto, a FISH 

identificou um ou dois sítios adicionais sugerindo um polimorfismo numérico interindividual 

do DNAr 18S nesta espécie (Jesus e Moreira-Filho 2003). Este primeiro estudo citogenômico 

envolvendo espécies de Semaprochilodus evidenciou que a localização do sítio ribossomal 

18S conserva o padrão observado para a maioria das espécies do gênero Prochilodus, já que 

os mesmos foram localizados na região intersticial dos braços curtos do segundo e quarto par 

cromossômico de S. insignis e S. taeniurus. 

 Quanto aos sítios de DNAr 5S, a família Prochilodontidae apresenta um padrão de 

localização bem característico, sendo que na maioria das espécies desta família um único sítio 

5S sempre aparece em sintenia com o sítio ribossomal 18S, geralmente no braço longo de um 

par metacêntrico grande (Jesus e Moreira-Filho 2003; Hatanaka e Galetti Jr. 2004; Vicari et 

al. 2006). Entretanto, espécimes de P.argenteus provenientes do rio São Francisco 

apresentaram ocasionalmente um terceiro sinal de hibridização correspondendo a um sítio 

adicional do DNAr 5S (Hatanaka e Galetti Jr. 2004). Esta estabilidade quanto ao número e 

localização cromossômica do DNA ribossomal 5S observada nos Prochilodontidae, não foi 

confirmada para S. insignis e S. taeniurus, os quais apresentaram múltiplos sítios. A 

hibridização de DNAr 5S em S. insignis revelou que esta espécie mantém a sintenia dos genes 

ribossomais 18S e 5S nos braços curtos do segundo par metacêntrico, entretanto diversos 

outros sítios foram observados na região terminal e intersticial dos cromossomos. Por sua vez, 

S. taeniurus não apresentou sintenia dos sítios ribossomais e, os sítios 5S evidenciados pela 

FISH foram localizados na região terminal de oito pares cromossômicos. Segundo Martins 

and Galleti-Jr (1999) a ausência de sintenia pode ser importante na prevenção de 

translocações indesejáveis entre os ribossomais 45S e 5S, o que poderia ocorrer facilmente se 

estes agrupamentos estivessem ligados no mesmo cromossomo. Como alternativa a esta 

hipótese seletiva, em alguns grupos de peixes observam-se sítios de DNAr maior e menor 

sintênicos e adjacentes por compartilhar um ancestral comum portador deste caráter. Ainda, é 

considerado que a sintenia dos sítios ribossomais é um caráter primitivo nos Prochilodontidae 

(Martins e Galleti-Jr 1999). Nessa via, S. insignis apresenta um conjunto de marcadores 
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cromossômicos possivelmente conservados em relação à S. taeniurus, pois além de possuir 

sítios ribossomais sintênicos, esta espécie não apresenta cromossomos sexuais diferenciados. 

 A ocorrência de múltiplos sítios de DNAr 5S já foi detectada em algumas espécies de 

peixes como Oncorhynchus masou e Salvelinus fontinalis (Fujiwara et al. 1998), Brycon spp. 

(Wasko et al. 2001) e Hoplerythinus unitaeniatus (Diniz e Bertollo 2003), mas até o momento 

poucas espécies apresentaram tantos sítios de DNAr 5S quanto os que foram verificados nas 

espécies S. insignis e S. taeniurus. A existência de múltiplos sítios de DNAr 5S nestas duas 

espécies não pode ser explicada por falhas no processo de hibridização, uma vez que as 

sondas foram hibridizadas em condições de alta estringência, além de terem sido efetuadas 

hibridizações homólogas (sondas de DNA da mesma espécie) e heterólogas (sonda de uma 

espécie hibridizada em cromossomo de outra), as quais apresentaram os mesmos resultados. 

Ainda, estas sondas foram hibridizadas em P. nigricans e evidenciaram marcação sintênica de 

DNAr 18S e 5S apenas no segundo par cromossômico (ver figura 2c), confirmando o padrão 

conservado observado para espécies de Prochilodus. 

 O mapeamento físico cromossômico das sequências de DNAr 5S em diversas espécies 

de peixes tem evidenciado esses sítios geralmente localizados nos segmentos intersticiais dos 

cromossomos (revisado por Martins e Wasko 2004; Ferreira et al. 2007; Nakayama et al. 

2008) e esse mesmo padrão também foi observado para mamíferos (Frederiksen et al. 1997) e 

anfíbios (Schmid et al. 1987; Lucchini et al. 1993). Tal padrão de localização cromossômica 

intersticial em um único par de cromossomos parece corresponder a uma condição ancestral, a 

qual tem se mantido na maioria dos grupos. Ainda, acredita-se que esta posição intersticial 

resultaria em uma proteção destas sequências contra transposições e eventos de permuta 

(Martins e Galetti Jr. 1999). 

 O mapeamento físico cromossômico do DNAr 5S de S. insignis e S. taeniurus 

evidenciou marcações múltiplas, sendo este um caráter derivado para as espécies do gênero 

Semaprochilodus. O sequenciamento das sondas utilizadas para hibridização indicou que o 

fragmento refere-se a um monômero de DNAr com 275 pb, porém das 21 sequências 

analisadas, uma delas apresentou uma deleção de 11 pares de bases na região do transcrito 

funcional do RNAr 5S, o que sugere que provavelmente alguns sítios indicados pela FISH 

possam ser referentes a pseudogenes. A origem destes pseudogenes pode ser explicada como 

uma consequência oriunda de duplicação gênica decorrente de transposição ou duplicação do 

DNA genômico, que é facilitada pela organização em tandem destes DNAr, pela localização 

destas sequências na região terminal dos cromossomos e pela associação com elementos 
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transponíveis (Schweizer e Loidl 1987; Mighell et al. 2000; Sumner 2003; Martins e Wasko 

2004). 

 Apesar de muitos trabalhos indicarem que a família Prochilodontidae apresenta uma 

evolução cariotípica conservada em termos de número e morfologia cromossômica, a 

aplicação de ferramentas moleculares, utilizando diversos segmentos cromossômicos como 

sonda tendem a revelar que esta estabilidade não pode ser estendida ao nível genômico, 

semelhantemente ao que foi encontrado para as espécies analisadas neste estudo. Portanto, 

uma investigação das famílias de DNA repetitivo e do número de cópias dessas sequências no 

genoma das espécies S. insignis e S. taeniurus já está em andamento e acreditamos que poderá 

contribuir grandemente para a compreensão dos mecanismos básicos evolutivos envolvidos 

na geração da estrutura do genoma desses organismos, particularmente na mobilização dos 

sítios ribossomais 5S. 
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III.2  – Artigo 2 – Sequências repetitivas: a diversidade oculta da heterocromatina nos 

peixes prochilodontidae. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

III.2 Capítulo 2 

___________________________________________________________________________ 

Repetitive sequences: the hidden diversity of the heterochromatin in prochilodontidae 

fish. Enviado para publicação no periódico BMC Genetics em 05/10/2012. Primeira 

revisão efetuada em 17/12/2012 

 



 

 

45

III.2.1 Resumo 

A possível origem e diferenciação do sistema de cromossomos sexuais ZZ/ZW em 

Semaprochilodus taeniurus, a única espécie da família Prochilodontidae a apresentar 

cromossomos sexuais heteromórficos, foi analisado por meio de ferramentas da citogenética 

clássica (bandeamento-C) e molecular (WCP com sonda W-específica, FISH com sonda 

telomérica e Rex1). A sonda W-específica foi clonada e os fragmentos sequenciados foram 

identificados por meio da busca nos bancos de sequências do NCBI e GIRI, utilizando as 

ferramentas BLAST e CENSOR, respectivamente. A heterocromatina constitutiva foi 

localizada na região centromérica de todos os cromossomos autossomos, e nas regiões 

intersticial, pericentromérica e terminal do cromossomo W, o qual não revelou sítios 

teloméricos intersticiais após a hibridização fluorescente in situ (FISH) com sonda telomérica. 

A sonda Rex1 evidenciou um padrão de distribuição compartimentalizada em alguns 

cromossomos e mostrou sinais de invasão da região pericentromérica no cromossomo W. A 

pintura cromossômica (WCP) da sonda W-específica de S. taeniurus em seus próprios 

cromossomos evidenciou marcações em quase todo o cromossomo W, nas regiões 

centromérica e terminal do cromossomo Z, bem como nos outros cromossomos autossômicos. 

Entretanto, a WCP cruzada nos cromossomos de S. insignis, Prochilodus lineatus, e P. 

nigricans não permitiu a identificação do proto-W, mas evidenciou um compartilhamento de 

DNA repetitivo entre estas espécies. As sequências repetitivas W-específicas sequenciadas 

mostraram alta similaridade com microssatélites e elementos transponíveis (transposons e 

retrotransposons) depositados nos bancos públicos de sequências. As diferentes classes de 

sequências repetitivas identificadas no W sugerem que a degeneração genética neste 

cromossomo pode ter sido influenciada pela a acumulação destes DNAs repetitivos. 

 

III.2.2 Introdução 

Sequências de DNA de múltiplas cópias, também referido como “DNA repetitivo” 

representam grande parte do genoma dos eucariotos. Estas geralmente são dividas em dois 

principais grupos: repetições em tandem, que incluem DNA satélites, microssatélites, 

minissatélites e repetições interespaçadas dispersas, compostas pelos elementos transponíveis 

(TE) (Timberlake 1978; Charlesworth et al. 1994; Jurka et al. 2005). Há também famílias 

gênicas que apresentam repetições de suas sequências, e por isso também podem ser 
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denominadas como DNA repetitivo, como as codificantes do RNA ribossomal (RNAr) (Long 

e David 1980). Em peixes, apesar da estrutura e organização desta fração do genoma ainda ser 

pouco conhecida, admite-se que a maior parte destas sequências repetitivas não codificantes 

esteja alocada em regiões heterocromáticas (Fischer et al. 2004; Martins et al. 2011). 

Durante muito tempo, sequências repetitivas foram consideradas DNA lixo, DNA 

egoísta ou DNA parasítico (Doolittle e Sapienza 1980; Orgel e Crick 1980; Nowak 1994) 

devido à ausência de funcionalidade no genoma. Com o crescente volume de informações, 

tais sequências tiveram seu papel ampliado na evolução estrutural e funcional do genoma 

(Shapiro e Vonsternberg 2005; Biémont e Vieira 2006) e envolvimento em rearranjos 

cromossômicos sendo responsáveis por proporções significativas das variações cariotípicas 

observadas em muitos grupos (Kidwell 2002). 

Nos genomas de espécies de Prochilodontidae, regiões heterocromáticas centroméricas 

foram evidenciadas em todos os 54 cromossomos do complemento de todas as espécies 

analisadas, bem como nos cromossomos B descritos para Prochilodus lineatus (Pauls e 

Bertollo 1990; Oliveira et al. 2003; Hatanaka e Galetti 2004; Terencio et al. 2012a). Porém, 

Semaprochilodus insignis apresenta blocos heterocromáticos adicionais na região terminal do 

primeiro par metacêntrico, enquanto que Semaprochilodus taeniurus apresenta grandes 

marcações biteloméricas nos pares 2 e 3 metacêntricos. Ainda, esta espécie apresenta um 

sistema de determinação de sexo do tipo ZZ/ZW, o qual pode ter originado por um processo 

de acumulação de heterocromatina, a qual diferenciou o cromossomo W com consequente 

restrição da recombinação no primeiro par cromossômico (Terencio et al. 2012a).  

Assim, é evidente que as regiões heterocromáticas desempenham um papel importante 

na diferenciação deste grupo de peixes apesar da macroestrutura cariotípica dos 

Prochilodontidae ser considerada relativamente estável por muitos autores. Contudo, a 

composição genética destas regiões é pouco conhecida, restringindo-se apenas a informações 

sobre presença de grande quantidade de sequências repetitivas de DNA nos cromossomos B 

de Prochilodus lineatus e no cromossomo sexual W de Semaprochilodus taeniurus, sendo que 

para este último as sequências foram identificadas e classificadas como microssatélites, 

transposons e retrotransposons (Camacho et al. 2000; Terencio et al. 2012b).  

Considerando que as regiões de heterocromatina são fundamentais no processo 

evolutivo, este trabalho teve como objetivo caracterizar sequências de DNA moderada e 

altamente repetitivas que compõem os genomas de Semaprochilodus insignis e S. taeniurus 

através da clonagem e sequenciamento de DNA e identificar as regiões de homologia desta 
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fração do genoma em três espécies de peixes da família Prochilodontidae (S. insignis, S. 

taeniurus e P. lineatus) por meio da cross-FISH com sonda Cot-1 DNA. 

 

III.2.3 Material e métodos 

 Foram analisados citogeneticamente 10 espécimes de Semaprochilodus insignis (6 

fêmeas e 4 machos) e 12 de Semaprochilodus taeniurus (7 fêmeas e 5 machos), capturados 

com autorização de coleta (ICMBio SISBIO 10609-1/2007 na região de confluência dos rios 

Negro/Solimões (AM) e Amazonas/Tapajós (PA). Além disso, também foram analisados 5 

espécimes de Prochilodus lineatus (2 fêmeas e 3 machos) provenientes do rio Tibagi (PR). Os 

peixes foram anestesiados com água gelada e mortos. Os espécimes testemunhos foram 

depositados na coleção de peixes do Laboratório de Genética Animal (10034, 10037, 10047, 

10696). As preparações cromossômicas foram obtidas a partir de células renais utilizando 

colchicina in vivo (Bertollo et al. 1978). 

III.2.3.1 Isolamento do DNA repetitivo via cinética de ressociação 

 Amostras enriquecidas de DNA repetitivo de S. insignis e S. taeniurus foram obtidas 

por meio da cinética de ressociação (Cot-1 DNA - DNA enriquecido por sequências moderada 

e altamente repetitivas), de acordo com o protocolo descrito por Zwick et al. (1997), e 

recentemente adaptado por Ferreira e Martins (2008). Amostras de DNA (50 μl de 100-500 

ng/μl de DNA em 0,3 M NaCl) foram autoclavadas (121◦C) por 5 minutos para obter 

fragmentos entre 100 a 2000 pares de base. Em seguida as amostras foram desnaturadas a 

95◦C por 10 minutos, colocadas no gelo por 10 segundos e subsequentemente aquecidas a 

65◦C por 1 minuto para reanelamento. Após isso, as amostras foram incubadas a 37◦C por 8 

minutos com uma unidade da enzima S1 nuclease cuja função é digerir o DNA fita simples. A 

fração repetitiva destas amostras foi recuperada por congelamento em nitrogênio líquido e 

posterior extração de DNA, utilizando fenol - clorofórmio. Os fragmentos resultantes foram 

utilizados como sonda para hibridização fluorescente in situ, clonagem e sequenciamento. 

III.2.3.2 Hibridização Fluorescente in situ (FISH) 

 As sondas referentes às sequências repetitivas de S. taeniurus e S. insignis, isoladas 

por Cot-1 DNA foram marcadas com digoxigenina-11-dUTP e Biotina-16-dUTP (Dig-Nick 

Translation mix e Biotin-Nick Translation mix; Roche) respectivamente, pela reação de nick 

translation, seguindo as instruções do fabricante. Os anticorpos anti-digoxigenina rhodamina 

e streptavidina (Life Technologies) foram usados para detectar o sinal. As hibridizações 
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fluorescentes in situ (FISH) foram empregadas em cromossomos mitóticos seguindo o 

protocolo descrito por (Pinkel et al. 1986). Hibridizações homólogas e heterólogas foram 

realizadas em alta estringência (2,5 ng/µl de DNA, 50% de formamida, 10% de sulfato 

dextrano, e 2XSSC a 37°C por 18 h). Os cromossomos foram contra corados com DAPI (2 

µg/ml), em meio de montagem Vectashield (Vector).  

III.2.3.3 Captura e Processamento da imagem 

 Os cromossomos hibridizados foram analisados em microscópio epifluorescente 

Olympus BX51 e capturados com câmera digital (Olympus DP71), utilizando o software 

Image-Pro MC 6.3. 

III.2.3.3 Clonagem e sequenciamento das sequências repetitivas 

 Os produtos Cot-1 DNA foram clonados usando o kit de clonagem pMOS Blue Blunt 

Ended (GE Healthcare), purificados através do kit GFX (GE Healthcare) e sequenciados no 

ABI 3130 utilizando o kit Big Dye (Applied Biosystems). O alinhamento das sequências foi 

feito através da ferramenta Clustal W (Thompson et al. 1994), incluída no programa BioEdit 

7.0 (Hall 1999). Os clones gerados foram submetidos a um BLASTN para detectar 

similaridade com sequências de domínio público contidas no bando de dados do NCBI 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov), assim como com o banco de dados do Repbase (Jurka et al. 

2005) do Instituto de Pesquisa e Informação Genética (Giri) (http://www.girinst.org/repbase/) 

por meio do software CENSOR (Kohany et al. 2006). 

 

III.2.4 Resultados 

 A hibridização da sonda Cot-1 DNA de S. insignis em seus próprios cromossomos 

evidenciou que a fração repetitiva do genoma foi localizada na região centromérica de todos 

os cromossomos e na região terminal de vários cromossomos (Figura 1a, b). A hibridização 

cruzada da sonda Cot-1 DNA de S. taeniurus nos cromossomos de S. insignis revelou 

marcações na região centromérica, porém as marcações são menores que as evidenciadas com 

as sondas homólogas (Figura 1c). Ainda, nenhuma marcação terminal foi evidenciada com a 

sonda heteróloga em S. insignis, o que indica que esta espécie apresenta pares cromossômicos 

(Figura 1d, cabeças de seta) portadores de sequências repetitivas espécie-específicas, que não 

são compartilhados por S. taeniurus (Figura 1a, b, c, d). 

 A hibridização da sonda Cot-1 DNA de S. taeniurus em seus próprios cromossomos 

revelou que as sequências repetitivas são abundantes no genoma desta espécie e estão 
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localizadas em diversas regiões (centroméricas, intersticiais e terminais) de todos os 

cromossomos do complemento (Figura 1e, 1g). A cross-FISH utilizando a sonda Cot-1 DNA 

de S. insignis revelou sinais de sintenia em diversas regiões cromossômicas (Figura 1f). 

Semaprochilodus taeniurus também apresentou sítios de DNA repetitivo espécie-específicos 

localizados na região centromérica e terminal de 14 cromossomos (Figura 1h, setas), não 

havendo hibridizações nestas porções da sonda Cot-1 DNA de S. insignis (Figura 1e, f, g, h). 

 Nos cromossomos de Prochilodus lineatus tanto a sonda Cot-1 DNA de S. insignis 

quanto a sonda de S. taeniurus apresentaram sinais positivos de hibridização na região 

terminal de todos os cromossomos do complemento. Os cromossomos supranumerários, ou 

Bs (Figura l, setas) só apresentaram sinais de hibridização com a sonda Cot-1 DNA de S. 

taeniurus. Em um dos Bs foi detectado o mesmo padrão de marcação evidenciado nos 

cromossomos autossômicos, enquanto que no outro, somente um dos braços cromossômicos 

apresentou sinais de hibridização (Figura 1 i, j, k, l).  
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Figura 1: FISH da fração repetitiva do genoma de três espécies da família Prochilodontidae. 
(a) cromossomos de S. insignis contracorados com DAPI. (b) sonda Cot-1 DNA de S. insignis 
hibridizada em seus próprios cromossomos. (c) sonda Cot-1 DNA de S. taeniurus hibridizada 
nos cromossomos de S. insignis. (d) Double-FISH (e) cromossomos de S. taeniurus 
contracorados com DAPI. (f) sonda Cot-1 DNA do genoma de S. insignis hibridizada nos 
cromossomos de S. taeniurus. (g) sonda Cot-1 DNA do genoma de S. taeniurus hibridizada 
em seus próprios cromossomos. (h) Double-FISH. (i) Cromossomos de P. lineatus 
contracorados com DAPI. (j) Sonda Cot-1 DNA do genoma de S. insignis hibridizada nos 
cromossomos de P. lineatus. (k) sonda Cot-1 DNA do genoma de S. taeniurus hibridizada nos 
cromossomos de P. lineatus. (l) Double-FISH. 
 
 

A clonagem e sequenciamento da fração repetitiva do genoma (Cot-1 DNA) de S. 

insignis e S. taeniurus permitiram a identificação de 48 fragmentos de tamanhos variados, 

(GenBank: JX848379 - JX848393) que apresentaram alta similaridade com sequências 

repetitivas depositadas nos bancos públicos de DNA, classificadas como microssatélites, 

transposons e retrotransposons. Em S. insignis 73% das sequências repetitivas apresentaram 

alta similaridade com microssatélites, 17% com DNA transposons e 10% com 

retrotransposons (tabela 1). Em S. taeniurus 80% apresentaram alta similaridade com 

microssatélites, 5% com transposons e 15% com retrotransposons (tabela 2). Ainda, 50 clones 

referentes a fragmentos gênicos, DNAs repetitivos e pseudogenes também foram 

identificados, entretanto não foram incluídos neste trabalho nem depositados no banco 

público de sequências do NCBI por serem inferiores a 200pb. O depósito de sequências 

inferiores a este número de pares de bases não é permitido.  



 

 

52 

 

Tabela 1: Homologia nucleotídica dos clones da fração Cot-1 DNA de Semaprochilodus insignis com sequências depositadas no NCBI e GIRI.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

* Database Repbase (http://www.girist.org) 
 

clones Sequências repetitivas Similaridade Identidade 
Sin1 DNA transposon EnSpm-3_DR (RepBase/GIRI*) 70% 
Sin2 Microssatélite Cyprinus carpio (GenBank JN756399.1) 92% 
Sin3 Microssatélite Hypostomus gymnorhynchus (GenBank HM545164.1) 83% 
Sin4 Non-LTR retrotransposon HERO-2_DR (RepBase/GIRI*) 78% 
Sin5 Microsatellite/Retrotransposon Colossoma macropomum (HM579956.1) SINE_2 (RepBase/GIRI*) 79%-75% 
Sin6 DNA transposon Mariner/Tc1 (RepBase/GIRI*) 76% 
Sin7 DNA transposon ERV2 Endogenous Retrovirus (RepBase/GIRI*) 77% 
Sin8 Microssatélite Cyprinus carpio (GenBank JN733372.1) 100% 
Sin9 Non-LTR retrotransposon Rex1 (RepBase/GIRI*) 73% 
Sin10 Microssatélite Cyprinus carpio (GenBank JN771242.1) 91% 
Sin11 DNA transposon Labeo rohitaTc1-like (GenBank AY083617.1) 77% 
Sin12 Microssatélite Cyprinus carpio (GenBank JN761177.1) 100% 
Sin13 Microssatélite Hippoglossus hippoglossus (GenBank AJ270780.1) 89% 
Sin14 DNA transposon Helitron-2_DR (RepBase/GIRI*) 83% 
Sin15 Microssatélite Cyprinus carpio (GenBank JN785563.1) 83% 
Sin16 Microssatélite Salmo salar CAG-repeat (GenBank Y11457.1) 87% 
Sin17 Microssatélite Eleutheronema tetradactylum (GenBank AB697177.1) 80% 
Sin18 Microssatélite Oncorhynchus mykiss (GenBank AY039630.1) 86% 
Sin20 Microssatélite Prochilodus lineatus (GenBank AY285824.1) 84% 
Sin21 Microssatélite Cyprinus carpio (GenBank JN745523.1) 89% 
Sin22 Microssatélite Cyprinus carpio (GenBank JN757227.1) 90% 
Sin23 Microssatélite Cyprinus carpio (GenBank JN737559.1) 92% 
Sin38 Microssatélite Cyprinus carpio (GenBank JN755429.1) 100% 
Sin39 Microssatélite Cyprinus carpio (GenBank JN744936.1) 92% 
Sin41 Microssatélite Cyprinus carpio (GenBank JN746351.1) 95% 
Sin42 Microssatélite Cyprinus carpio (GenBank JN757934.1) 81% 
Sin48 Microssatélite Cyprinus carpio (GenBank JN731077.1) 70% 
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Tabela 2: Homologia nucleotídica dos clones da fração Cot-1 DNA de Semaprochilodus taeniurus com sequências depositadas no NCBI e GIRI. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

* Database Repbase (http://www.girist.org) 
 

 

clones Sequências repetitivas similaridade identidade 
Ste1 Microssatélite Prochilodus mariae (GenBank JF832400.1)  87% 
Ste2 Microssatélite  Epinephelus fuscoguttatus (GenBank GU799242.1) 82% 
Ste3 Microssatélite Cyprinus carpio (GenBank JN779618.1) 96% 
Ste4 DNA transposon  Tc1_FR2(RepBase/GIRI*) 82% 
Ste5 Microssatélite  Cyprinus carpio (GenBank JN756719.1) 87% 
Ste6 Microssatélite  Cynoglossus semilaevis (GenBank EU907150.1) 96% 
Ste7 Microssatélite  Prochilodus mariae (GenBank JF832400.1) 84% 
Ste8 Non-LTR retrotransposon  L2-2_DRe(RepBase/GIRI*) 86% 
Ste9 Microssatélite Cyprinus carpio (GenBank JN21488.1) 96% 

Ste10 Microssatélite   Cyprinus carpio (GenBank JN731879.1) 100% 
Ste11 Microssatélite Cyprinus carpio  (GenBank JN28181.1 ) 87% 
Ste12 Microssatélite  Prochilodus mariae (GenBank JF 832400.1) 80% 
Ste13 Microssatélite  Salmo salar (GenBank AJ402727.1) 100% 
Ste14 Microssatélite   Cyprinus carpio (GenBank JN80674.1) 95% 
Ste15 Microssatélite    Cyprinus carpio (GenBank JN721488.1) 96% 
Ste16 Adeovirus Bovine Adenovirus type2 99% 
Ste17 Non-LTR retrotransposon SINE3/ 5S (RepBase/GIRI*) 82% 
Ste18 Microssatélite Brycon amazonicus (GenBank JQ993450.1) 89% 
Ste19 Microssatélite Cyprinus carpio (GenBank JN759566.1) 87% 
Ste20 Non-LTR retrotransposon  Rex1-9_XT( RepBase/GIRI*) 75% 
Ste21 Non-LTR retrotransposon L2 82% 
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III.2.5 Discussão 

III. 2.5.1 Diversidade de DNAs repetitivos nos genomas de S. insignis e S. taeniurus 

A grande quantidade de sequências repetitivas é uma característica comum dos genomas 

eucarióticos os quais apresentam cerca de 2-10% de genes cópia única. A fração repetitiva do 

genoma pode ser classificada como sequências repetitivas em tandem (DNAs satélites, 

minisatélites, microssatélites) ou dispersas (elementos transponívies - ET). Entretanto, alguns 

ETs podem ser organizados em blocos nos cromossomos (Charlesworth et al. 1994, Horvath 

et al. 2001, Martins et al. 2011). Dados acumulados de estudos recentes indicam que as 

sequências repetitivas influenciam de forma significativa na evolução dos genomas, 

particularmente através do controle da atividade gênica e pelo envolvimento com rearranjos 

cromossômicos (Valente et al. 2011).  

 Embora algumas sequências repetitivas sejam compartilhadas entre as duas espécies 

de Semaprochilodus, os resultados do sequenciamento dos clones indicaram que diferentes 

classes de sequências repetitivas compõem os genomas de S. insignis e S. taeniurus. A 

maioria dos clones apresentou alta similaridade com microssatélites encontrados nos genomas 

de outras espécies de peixes da ordem Characiformes (Colossoma macropomum) bem como 

da família Prochilodontidae (Prochilodus mariae). Os microssatélites são abundantes em uma 

ampla variedade de organismos, sendo sua presença comum tanto nos genomas de procariotos 

quanto eucariotos. Entre as diversas funções atribuídas a esta classe de sequências repetitivas 

está sua participação na organização da cromatina, na replicação do DNA e na recombinação 

e regulação da atividade gênica (Martins et al. 2011, Li et al. 2002). Em peixes, por exemplo, 

Steindachneridion scripta, Rineloricaria latirostris (Vanzela et al. 2002) e Danio rerio 

(Shimoda et al. 1999) essas repetições são mais abundantes nas regiões centromérica e 

telomérica dos cromossomos. Estudos futuros envolvendo o mapeamento de sequências 

microssatélites em cromossomos das espécies da família Prochilodontidae poderão fornecer 

informações que auxiliem a compreender o papel destas sequências na evolução 

cromossômica deste grupo de peixes. 

 Parte dos clones apresentaram alta similaridade com elementos transponíveis 

(transposons e retrotransposons) (Tabelas 1 e 2) identificados nos genomas de outras espécies 

de peixes, tais como Xiphophorus maculatus (Volff et al. 2000; Bohne et al. 2012), Leporinus 

elongatus (Marreta et al. 2012), Oryzias hubbsi (Takehana et al. 2012). 
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Acreditamos que as sequências repetitivas identificadas no presente estudo estão 

envolvidas no cenário evolutivo dos genomas de S. insignis e S. taeniurus. Esta possibilidade 

é sugerida quando observamos um dos clones (Ste17) identificado no genoma de S. taeniurus 

o qual apresentou 82% de homologia com o retrotransposon SINE3 o qual, de acordo com 

Kapitonov e Jurka (2003) originou-se a partir do DNAr 5S. Considerando que as outras 

espécies da família Prochilodontidae possuem somente um par de cromossomos portadores 

dos sítios ribossomais, a presença deste SINE3 reforça a hipótese formulada anteriormente na 

qual os múltiplos sítios de DNAr 5S observados em S. insignis e S. taeniurus podem tratar-se 

de pseudogenes ou sequência repetitiva derivada do DNAr 5S (Terencio et al. 2012a). Em 

Gymnotus paraguensis é sugerido que a multiplicação dos sítios de DNAr 5S possa ter sido 

causada pelo envolvimento de um elemento transponível, já que a região não transcrita (NTS) 

apresentou 90% de identidade com o transposon Tc1-like (Silva et al. 2011).  

Em S. insignis alguns clones exibiram 83% de similaridade com o elemento 

transponível Helitron. Em milho este ET parecem estar ativos produzindo continuamente 

elementos não autônomos responsáveis pela inserção e/ou duplicação de segmentos gênicos 

em novos locais do genoma (Morgante et al. 2005). Em peixes, cópias intactas deste elemento 

foram identificadas na região de determinação de sexo do genoma de Xiphophorus maculatus 

e foi sugerido que estes permanecem ativos no genoma desta espécie, bem como de outras 

espécies relacionadas, e que devem estar envolvidos na evolução dos cromossomos sexuais 

neste grupo de peixes (Zhou et al. 2006). 

Tc1/mariner, identificado nos genomas de S. insignis e S. taeniurus, é um dos 

transposons mais abundante na natureza sendo encontrados nos genomas de fungos, plantas, 

ciliados e animais, incluindo nematódeos, artrópodes, peixes, anfíbios e humanos. Entretanto, 

a maioria destes elementos são cópias remanescentes de um transposon ativo que após 

colonizar os genomas se tornou inativo devido vários eventos de mutação (Plasterk et al. 

1999, Ivics et al. 1996).  

O retroelemento Rex1 também foi detectado na fração repetitiva dos genomas de S. 

insignis e S. taeniurus. A família Rex é bem estudada no grupo composto pelos peixes, nos 

quais diferentes linhagens foram descritas (Volff et al. 2000). Em ciclídeos Neotropicais são 

encontrados dispersos ou distribuídos em clusters nos cromossomos das espécies 

(Mazzuchelli e Martins, 2009; Gross et al. 2009; Teixeira et al. 2009; Valente et al. 2011; 

Schneider et al. 2012a). Em S. taeniurus este elemento apresenta distribuição 
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compartimentalizada em alguns autossomos e claros sinais ao longo de toda a extensão do 

cromossomo W (Terencio et al. 2012b).  

O elemento Line2 foi detectado somente na fração repetitiva do genoma de S. 

taeniurus, entretanto isto não quer dizer que ele não esteja presente no genoma de S. insignis, 

o mesmo pode não ter sido identificado neste estudo, ou alternativamente pode ter sido 

eliminado do genoma desta espécie. A FISH mostrou que o Line2 está organizado em 

pequenos clusters dispersos por todos os cromossomos de Oreochromis niloticus e apresenta 

maior concentração próximo à região terminal dos cromossomos (Oliveira et al. 1999). Em 

mamíferos o elemento Line é preferencialmente acumulado em regiões ricas em G dos 

cromossomos e em alguns casos, nos cromossomos sexuais (Wichman et al. 1992; Martins et 

al. 2011).  

III. 2.5.2 Organização do DNA repetitivo nos cromossomos de peixes 

 As sequências repetitivas compreendem a maior fração da porção heterocromática dos 

genomas e são facilmente identificadas pela técnica da banda-C. Em peixes da família 

Prochilodontidae esta técnica revelou que esta fração do genoma não é abundante e está 

localizada principalmente na região centromérica dos cromossomos e menos frequentemente, 

na região terminal do braço longo de alguns pares cromossômicos (Feldberg et al. 1987; 

Vicari et al. 2006; Terencio et al. 2012a). Entretanto, grandes blocos heterocromáticos podem 

ser observados nos cromossomos supranumerários (cromossomos B) de Prochilodus spp. 

(Vicari et al. 2006; Voltolin et al. 2011) e no cromossomo W de Semaprochilodus taeniurus 

(Feldberg et al. 1987; Terencio et al. 2012a). Em Semaprochilodus insignis e S. taeniurus, a 

FISH utilizando sonda espécie-específica da fração repetitiva dos genomas confirmou 

parcialmente o padrão heterocromático evidenciado pela técnica de banda-C. Os resultados 

revelaram sinais positivos na região centromérica de todos os cromossomos, entretanto, 

marcações terminais também foram observadas, confirmando a presença destas sequências 

nesta região, embora a heterocromatina não seja observada. Estudos indicam que sequências 

repetitivas localizadas fora da região heterocromática podem influenciar significativamente na 

evolução dos genomas, particularmente por influenciar a atividade de alguns genes, como por 

exemplo, os elementos transponíveis que podem adquirir funções regulatórias e/ou funcionais 

trazendo vantagens para o genoma hospedeiro. Recentemente, o sequenciamento de genomas 

tem revelado frequentemente cópias curtas e truncadas de sequências repetitivas ao longo da 

fração eucromática dos genomas de muitos eucariotos (Fischer et al. 2002; Biémont e Vieira 

2006; Yuan e Wessler 2001; Torres et al. 2011). Entretanto, esta observação não 
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necessariamente indica que estas sequências repetitivas são expressas, pois elas tendem a ser 

silenciadas e subsequentemente perdidas por deterioração molecular Em outras palavras, estas 

sequências se tornam inativas e passam progressivamente a acumular mutações, inserções e 

deleções até serem completamente perdidas pelo genoma hospedeiro (Fernández-Medina et 

al. 2012). A presença de DNAs repetitivos em regiões eucromáticas foi observada em muitos 

grupos, tais como insetos (Cabral-de-Mello et al. 2011), peixes (Teixeira et al. 2009; Valente 

et al. 2011) e lagartos (Pokorná et al. 2011).  

A hibridização cruzada de S. insignis e S. taeniurus mostrou padrões similares à 

hibridização espécie-específica, sugerindo que grande parte do genoma destas espécies tem se 

mantido conservada ao longo da evolução, podendo apresentar um papel funcional neste 

processo. Porém, também revelou que estas espécies apresentam sítios centroméricos e 

terminais espécie-específicos não revelados pela hibridização heteróloga. 

Em Prochilodus lineatus, a FISH cruzada usando a fração Cot-1 DNA de S. insignis e 

S. taeniurus revelou sinais de hibridização somente na região subterminal de todos os 

cromossomos. Este padrão de marcação é oposto ao padrão heterocromático revelado pela 

técnica de banda-C onde os blocos heterocromáticos são observados principalmente na região 

centromérica dos cromossomos (Pauls e Bertollo 1990; Venere et al. 1999; Cavallaro et al. 

2000; Artoni et al. 2006; Vicari et al. 2006; Voltolin et al. 2011). Estes dados indicam que a 

fração repetitiva da heterocromatina centromérica de P. lineatus é diferente das outras duas 

espécies (S. insignis e S. taeniurus) e que as sequências repetitivas compartilhadas estão 

localizadas na porção subterminal nos cromossomos desta espécie. Este mesmo padrão foi 

revelado em três espécies de Prochilodus utilizando o microssatélite (AATTT)n (Hatanaka et 

al. 2002) e sonda W de S. taeniurus (Terencio et al. 2012b) como sonda. 

Uma característica comum às espécies do gênero Prochilodus é a presença de 

cromossomos supranumerários no cariótipo. Diversos estudos envolvendo cromossomos B 

indicam que eles são ricos em sequências repetitivas e, em certos casos, podem apresentar 

genes funcionais [Camacho 2005, Ruiz-Estévez et al. 2012]. A população de P. lineatus 

analisada no presente estudo revelou de 0-2 cromossomos B que apresentaram padrões 

distintos de hibridização. A sonda Cot-1 DNA de S. insignis não revelou sinais de hibridização 

em nenhum dos BS, possivelmente porque a fração repetitiva do genoma de S. insignis não é 

compartilhada com os cromossomos B de P. lineatus. Uma hipótese que explicaria este fato 

seria de que estas sequências repetitivas podem ter sofrido uma rápida diferenciação e 

evolução no genoma de S. insignis, ocasionando a perda de homologia com as sequências nos 
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Bs de P. lineatus. Por outro lado, a sonda Cot-1 DNA de S. taeniurus foi positiva, revelando 

compartilhamento de sequências desta espécie e os cromossomos B de P. lineatus. Alguns 

estudos sugerem que os cromossomos B poderiam influenciar na determinação de sexo em 

peixes (Noleto et al. 2012; Yoshida et al. 2011), entretanto, nenhum relacionamento entre a 

ocorrência de cromossomos B e a determinação sexual tenha sido observada em P. lineatus. 

Recentemente, os cromossomos B desta mesma população de P. lineatus demonstraram sinais 

positivos de hibridização utilizando sonda W-específica de S. taeniurus, indicando 

compartilhamento de sequências repetitivas entre estas duas espécies (Terencio et al. 2012b) 

 O resultado do sequenciamento indicou que diferentes classes de sequências 

repetitivas compõem os genomas de S. insignis e S. taeniurus e que estas, de alguma forma, 

podem ter papel funcional no processo de evolutivo dos genomas dessas espécies. Ainda, a 

fração repetitiva dos genomas de S. insignis e S. taeniurus exibiram alto grau de similaridade 

tanto em estrutura quanto localização dos sítios de hibridização. Entretanto, apresentaram 

baixo grau de similaridade com P. lineatus, especialmente no que diz respeito aos 

cromossomos B, cuja origem ainda não está elucidada. Acreditamos que a análise 

comparativa incluindo outras espécies da família Prochilodontidae poderá fornecer novos 

dados acerca da organização dos genomas e evolução neste grupo de peixes. 
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III.3  – Artigo 3 – Sequências repetitivas associadas com a diferenciação do cromossomo 

W em Semaprochilodus taeniurus. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

III.3 Capítulo 3 

___________________________________________________________________________ 

Repetitive sequences associated with differentiation of W chromosome evolution in 

Semaprochilodus taeniurus. Genetica Springer. Aceito para publicação em 26/11/2012 
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III.3.1 Resumo 

A possível origem e diferenciação do sistema de cromossomos sexuais ZZ/ZW em 
Semaprochilodus taeniurus, a única espécie da família Prochilodontidae a possuir um sistema 
de cromossomos sexuais heteromórficos, foi investigada por meio de ferramentas da 
citogenética clássica (bandeamento-C) e molecular (hibridizações cruzada com sonda W-
específica, FISH com sonda telomérica e Rex1). Fragmentos W-específicos foram clonados, 
identificados mediante sequenciamento de DNA e comparados com sequências de DNA 
disponíveis nos bancos do NCBI e GIRI por meio das ferramentas BLAST e CENSOR, 
respectivamente. A heterocromatina constitutiva foi localizada na região centromérica de 
todos os cromossomos autossômicos e nas regiões terminal, intersticial e pericentromérica do 
cromossomo W, o qual não revelou sítios teloméricos intersticiais após a hibridização 
fluorescente in situ (FISH) com sonda telomérica. O Retrotransposon Rex1 revelou um 
padrão de distribuição compartimentalizado em alguns cromossomos autossômicos e mostrou 
sinais de hibridização na região centromérica com invasão da região pericentromérica no 
cromossomo W. A pintura cromossômica da sonda W-específica de S. taeniurus em seus 
próprios cromossomos revelou hibridização completa no cromossomo W, sítios centroméricos 
e terminais no Z assim como em outros cromossomos autossômicos. A hibridização cruzada 
desta sonda em S. insignis, Prochilodus lineatus e P. nigricans não revelou o proto-W, mas 
mostrou sinais positivos de hibridização de DNA repetitivo. A identificação das sequências 
W-específicas mostrou alta similaridade com microssatélites e elementos transponíveis. As 
diferentes classes de DNA repetitivo identificadas no cromossomo W de S. taeniurus sugerem 
que a degeneração genética deste cromossomo possa ter ocorrido devido ao acúmulo destes 
DNA repetitivos.   
 

III.3.2 Introdução 

 A família Prochilodontidae é composta por peixes migradores de grande importância 

comercial, onde a maioria das espécies apresenta ampla distribuição geográfica e são 

encontradas em todas as bacias hidrográficas da América do Sul (Mago-Léccia 1972). 

Compreendem 21 espécies agrupadas em três gêneros: Ichthyoelephas, Prochilodus e 

Semaprochilodus (Castro e Vari 2004).  

 Com relação aos aspectos citogenéticos os peixes que compreendem a família 

Prochilodontidae apresentam número e morfologia cromossômica conservados de 2n=54 

cromossomos do tipo meta e submetacêntricos, levando muitos autores a considerar esta 

família como um grupo cariotipicamente estável. Entretanto, esta aparente conservação não é 

visualizada em nível citogenômico em duas espécies do gênero Semaprochilodus (Terencio et 

al. 2012a).  
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 Apesar da maioria das espécies da família Prochilodontidae não apresentar 

heteromorfismo de cromossomos sexuais, a espécie Semaprochilodus taeniurus apresentou 

um sistema com heterogametia feminina ZZ/ZW (Feldberg et al. 1987; Pauls e Bertollo 1990; 

Oliveira et al. 2003; Terencio et al. 2012a). O processo de evolução dos cromossomos sexuais 

tem atraído considerável atenção ao longo dos anos, principalmente no que se refere às forças 

evolutivas que atuam na restrição ao crossing-over, levando eventualmente à formação de 

cromossomos heterólogos (Ellegren 2011). Acredita-se que a heterocromatina tem um papel 

fundamental nessa diferenciação dos proto-sexuais por abrigar grande quantidade de 

sequências repetitivas, que têm sido propulsoras na diferenciação de cromossomos sexuais em 

alguns grupos de organismos, inclusive em peixes como Hoplias malabaricus (Cioffi e 

Bertollo 2010), Characidium spp. (Machado et al. 2011), Oryzias javinucos (Takehana et al. 

2012) e membros da família Parodontidae (Schemberger et al. 2011). 

 Assim, diversas ferramentas citogenômicas vêm sendo empregadas como auxiliares no 

entendimento da origem e evolução dos sistemas cromossômicos sexuais em diversos grupos 

de organismos, especialmente peixes. Dentre elas, destaca-se a microdissecção cromossômica, 

a qual que permite a identificação de sequências sexo-específicas por meio da clonagem e/ou 

à hibridização cruzada através da pintura de cromossomos inteiros (WCP).  

 Este trabalho objetivou gerar uma sonda W-específica da espécie S. taeniurus e 

investigar as possíveis origens e diferenciação deste sistema por meio de ferramentas 

citogenéticas clássicas e moleculares, incluindo a hibridização cruzada da sonda W em três 

espécies pertencentes à família Prochilodontidae: S. insignis, Prochilodus lineatus e P. 

nigricans, e o sequenciamento dos clones W-específicos para investigar a composição 

genômica deste cromossomo.  

 

III.3.3 Material e Métodos 

Espécimes de Semaprochilodus insignis, S. taeniurus, Prochilodus nigricans e P. 

lineatus capturados com autorização do ICMBio SIBBIO (10609-1/2007), foram analisados 

neste estudo (Tabela 1). Os peixes foram anestesiados em água gelada e mortos. Espécimes 

testemunho foram depositados na coleção de peixes do Laboratório de Genética Animal do 

INPA (10034, 10037, 10047, 10696). 
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As preparações cromossômicas foram obtidas a partir de células renais segundo o 

protocolo descrito por Bertollo et al. (1978). A heterocromatina constitutiva foi evidenciada 

pela técnica de bandeamento-C (Sumner 1972). 

 
Tabela 1: Exemplares e locais de captura das espécies analisadas.  (F) fêmeas e (M) machos. 
 

 
 

III.3.3.1 Microdissecção 

 O cromossomo W de S. taeniurus foi microdissectado utilizando um microscópio 

invertido IX51 (Olympus) equipado com um micro manipulador mecânico (Narishige). Para 

isso, cinco cromossomos W metafásicos de S. taeniurus foram capturados com capilares de 

vidro com aproximadamente 0,7 μm de diâmetro, transferido para um microtubo e 

amplificado utilizando o kit de amplificação Genome Plex Single Cell – Whole Genome 

Amplification WGA4 (Sigma-Aldrich) seguindo as instruções do fabricante. 

III.3.3.2 Clonagem e sequenciamento de sequências W específicas 

 Os produtos de amplificação do cromossomo W foram clonados usando o kit pMOS 

Blue Blunt Ended Cloning Kit (GE Healthcare), purificados usando o kit GFX (GE 

Healthcare) e sequenciados no ABI 3130 usando o kit Big Dye (Applied Biosystems). As 

sequências geradas foram alinhadas utilizando a ferramenta Clustal W (Thompson et al. 

1994), incluída no programa BioEdit 7.0 (Hall 1999). Os clones gerados foram submetidos a 

um BLASTN para detectar similaridade com sequências de domínio público contidas no 

bando de dados do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), assim como com o banco de dados 

do Repbase (Jurka et al. 2005) do Instituto de Pesquisa e Informação Genética (Giri) 

(http://www.girinst.org/repbase/) por meio do software CENSOR (Kohany et al. 2006).  

 III.3.3.3 Extração de DNA e amplificação do Rex1 e (TTAGGG)n  

Espécies Localidade Material analisado F M Total 

S. taeniurus 
Rios Negro/Solimões (AM) 

Rios Amazonas/Tapajós (PA)
Cromossomos/DNA 7 5 12 

S. insignis 
Rios Negro/Solimões (AM) 

Rios Amazonas/Tapajós (PA)
Cromossomos 6 4 10 

P. nigricans Rios Negro/Solimões (AM) Cromossomos 3 1 4 

P. lineatus Rio Tibagi (PR) Cromossomos 1 3 4 
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 O DNA genômico total foi extraído a partir de tecido muscular de S. taeniurus 

seguindo o protocolo de fenol-clorofórmio descrito por Sambrook e Russell (2001). O 

retrotransposon Rex1 foi amplificado via PCR utilizando os primers RTX1-F1 (5’ -

TTCTCCAGTGCCTTCAACACC) e RTX1-R1 (5’ -TCCCTC AGC AGA AAG AGT 

CTGCTC) (Volff et al. 2000). As reações foram realizadas em um volume final de 25 µl 

contendo 2 µl de DNA genômico (100 ng), 2,5 µl de tampão 10x com cloreto de magnésio 

(1,5 mM), 0,25 µl of Taq DNA Polimerase (5 U/µl), 1,5 µl de dNTP (1 mM), 1,5 µl de cada 

primer (5 mM) e água ultra pura. Uma sonda da sequência telomérica geral dos vertebrados 

(TTAGGG)n foi gerada via PCR na ausência de DNA molde, utilizando os iniciadores 

(TTAGGG)5 e (CCCTAA)5 (Ijdo et al. 1991). As condições de amplificação foram: (a) Rex1: 

2 minutos a 95°C (desnaturação), 35 ciclos, de 1 minuto a 95°C, 40 segundos a 55°C 

(anelamento), 2 minutos a 72°C (extensão) e 5 minutos a 72°C (extensão final), e (b) 

(TTAGGG)n: 1 minuto a 95°C, 30segundos a 50°C, 1 minuto a 72°C, 35 ciclos de 1 minuto a 

94°C, 30segundos a 60°C, 2 minutos a 72°C, e 5 minutos a 72°C. 

III.3.3.4 Hibridização Fluorescente in situ (FISH) 

O produto W- específico de S. taeniurus isolado por microdissecção, as sondas Rex1e 

telomérica foram marcadas com digoxigenina-11-dUTP (Dig-Nick Translation mix; Roche) 

pela reação de nick translation, seguindo as instruções do fabricante. O anticorpo anti-

digoxigenina rhodamine (Roche) foi usado para detectar o sinal. As hibridizações 

fluorescentes in situ (FISH) foram realizadas seguindo o protocolo para cromossomos 

metafásicos descritos por Pinkel et al. (1986). As hibridizações homólogas e heterólogas 

foram feitas em alta estringência (2,5 ng/µl de DNA W- específico, 50% formamida, 10% 

sulfato dextrano e 2X SSC a 37°C por 18 h). Os cromossomos foram contra corados com 

DAPI (2 µg/ml), em meio de montagem Vectashield (Vector).  

III.3.3.5 Captura e processamento da imagem 

 Os cromossomos hibridizados foram analisados em microscópio epifluorescente 

Olympus BX51 e capturados com câmera digital (Olympus DP71), utilizando o software 

Image-Pro MC 6.3. As metáfases cromossômicas foram processadas no programa Adobe 

Photoshop CS3, e os cromossomos foram medidos no programa de domínio público Image J. 
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 III.3.4 Resultados 

 Em Semaprochilodus taeniurus a heterocromatina constitutiva foi localizada na região 

centromérica de todos os cromossomos e nas regiões terminais de quatro cromossomos. No 

cromossomo Z a heterocromatina também foi localizada na região centromérica e terminal do 

braço longo, entretanto o W, que é o dobro do tamanho se comparado com o seu homólogo Z 

nas fêmeas, apresentou grande quantidade de heterocromatina constitutiva tanto nas duas 

regiões terminais quanto intersticiais e pericentromérica (Figura 1A). 

 A hibridização fluorescente in situ (FISH) da sequência repetitiva telomérica 

(TTAGGG)n em Semaprochilodus taeniurus evidenciou marcações tipicamente esperadas em 

ambos os telômeros de todos os cromossomos e sítios teloméricos intersticiais (ITS) não 

foram encontrados (Figura 1B). 

 O retrotransposon Rex1 apresentou padrão de distribuição compartimentalizada nos 

cromossomos, com sinais de hibridização nas regiões centromérica e terminal de machos e 

fêmeas. No cromossomo W, sinais positivos foram evidenciados ao longo de sua extensão. 

No cromossomo Z nenhum sinal de hibridização foi evidenciado (Figura 1C). 

 

 
Figura 1: Cromossomos de S. taeniurus após (A) Bandeamento-C; (B) FISH com sonda 
telomérica; (C) FISH com sonda Rex1. 
  

 A amplificação do produto genômico referente ao cromossomo W, obtido por meio do 

kit Genome Plex Single Cell – Whole Genome Amplification (WGA4 - Sigma-Aldrich) gerou 

um arrasto entre 100-1000 pares de bases na concentração de 1000 ng/µl. A clonagem e 

sequenciamento do produto W- específico gearam diversos clones que apresentaram alta 

similaridade com sequências contidas no banco de dados do NCBI. Entretanto, a maioria dos 

fragmentos é curta (< 200pb) e não foram incluídos neste estudo porque o GenBank não 

aceita sequências inferiores a 200 bp de comprimento. A análise revelou sequências 
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repetitivas classificadas como microssatélites, elementos transponíveis e fragmentos gênicos 

como, por exemplo, o fator de transcrição do gene SOX9 (Tabela 2). 
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Tabela 2: Homologia nucleotídica dos clones W-específicos de Semaprochilodus taeniurus com sequências depositadas nos bancos públicos de 
sequências NCBI e GIRI. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

* Database Repbase (http://www.girist.org) 
 

 

 

 

 

 

Clones Número de acesso GenBank Similaridade Identidade 

STW4 JX157128 Elemento transponível piggyBac (RepBase/GIRI*) 77% 

STW20 JX157129 Microssatélite Megalops atlanticus (GenBank DQ76498.1) 82% 

STW21 JX157130 Fator de transcrição SOX9 Takifugu rubripes (AF329945) 93% 

STW22 JX157131 Microssatélite Cyprinus carpio (GenBank  JN32199.1) 89% 

STW23 JX157132 Retrotransposon Rex1-2_XT (RepBase/GIRI*) 70% 

STW24 JX157133 Microssatélite Cyprinus carpio (GenBank JN726780.1) 95% 
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 As quatro espécies analisadas apresentaram 2n=54 cromossomos organizados em 40m 

+ 14 sm (Figura 2). A WCP com a sonda W-específica em cromossomos metafásicos de S. 

taeniurus revelou sinais positivos na região terminal de alguns pares cromossômicos e na 

região centromérica de todos os cromossomos autossômicos de machos e fêmeas. O 

cromossomo sexual Z apresentou grandes marcações positivas nas regiões terminais e 

centroméricas. O cromossomo W evidenciou sinais positivos em toda sua extensão 

cromossômica (Figura 2A). 

 A hibridização cruzada da sonda W-específica de S. taeniurus em metáfases de 

machos e fêmeas de S. insignis revelou sinais positivos nas regiões terminais de alguns pares 

cromossômicos e em toda a extensão do braço curto do par 25. Ao contrário do que foi 

evidenciado em S. taeniurus, sinais positivos nas regiões centroméricas dos cromossomos não 

foram evidenciados, com exceção dos pares 4 e 22 (Figura 2B).  

  Em Prochilodus lineatus sinais positivos da sonda W-específica de S. taeniurus foram 

visualizados principalmente nas regiões terminais da maioria dos pares cromossômicos. Nos 

pares cromossômicos 1, 10 e 21 sinais positivos foram evidenciados em quase toda a extensão 

do braço longo e nos pares 11, 16, 18, 26 e 27 localizaram-se nas regiões centroméricas. 

Sinais positivos também foram visualizados nos cromossomos B, no primeiro cromossomo os 

mesmos se concentraram nas regiões terminais e no segundo os sinais revelaram-se dispersos 

(Figura 2C).  

 Em Prochilodus nigricans sinais positivos da sonda W-específica de S. taeniurus 

foram evidenciados nas regiões terminais da maioria dos pares cromossômicos. Sinais muito 

evidentes foram encontrados em todos os pares submetacêntricos. Marcações centroméricas 

foram visualizadas em alguns pares cromossômicos (Figura 2D). 
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Figura 2: Hibridização cruzada da sonda W-específica de S. taeniurus em (A) seus próprios 
cromossomos; (B) S. insignis; (C) Prochilodus lineatus; (D) P. nigricans. Bs = cromossomos 
B. Bar = 10 μm. 
 

 

III.3.5 Discussão 

 Nas últimas décadas a heterocromatina passou a ser reconhecida como parte 

fundamental do genoma por desempenhar inúmeras funções relacionadas à segregação 

cromossômica, organização nuclear e regulação da expressão gênica (Grewal e Jia 2007). 

Inúmeros trabalhos apontam que esta região contém uma alta densidade de elementos 

repetitivos, tais como, satélites, microssatélites e elementos transponíveis, concentrados 

principalmente nas regiões centroméricas e teloméricas dos cromossomos eucarióticos 

(Skipper 2007). O padrão heterocromático evidenciado na região centromérica dos 

cromossomos de S. taeniurus corroborou os resultados encontrados anteriormente, tanto nos 

cromossomos autossômicos quanto nos cromossomos sexuais (Terencio et al. 2012a). O 

cromossomo W apresentou um padrão heterocromático distinto do seu homólogo Z, 

revelando grande quantidade de heterocromatina ao longo de sua extensão cromossômica, 

característica comum aos organismos que possuem cromossomos sexuais diferenciados (Fig 

1A). 

 Diversas teorias sobre a origem dos cromossomos sexuais têm sido propostas, sendo a 

degradação parcial ou total do cromossomo sexo-específico (Ohno 1967) e a diferenciação a 

partir de um par autossômico (Muller 1964) as mais aceitas em muitos grupos distintos de 

organismos. 

 A diferenciação dos pares autossômicos pode ocorrer por dois mecanismos principais. 

O primeiro sugere o envolvimento de rearranjos cromossômicos com consequente 

heteromorfismo (Charlesworth et al. 2005). Em peixes da família Parodontidae um evento de 

inversão reorganizou os DNAs repetitivos terminais para a região proximal dos cromossomos 

proto-sexuais e estes sítios por sua vez, foram amplificados nos braços curtos cromossômicos, 

levando à diferenciação do cromossomo W (Schemberger et al. 2011). No presente estudo, 

nenhuma marcação intersticial com sonda telomérica foi evidenciada em S. taeniurus, que 

pudesse corroborar rearranjos de fusão e/ou inversão cromossômica na origem do 

cromossomo W, o qual apresenta o dobro de tamanho quando comparado com o Z. 

Entretanto, cromossomos originados a partir de rearranjos podem ter os sítios intersticiais 
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perdidos durante os processos de erosão molecular (Carvalho et al. 2012). O fato de todas as 

espécies da família Prochilodontidae apresentarem o mesmo número cromossômico e fórmula 

cariotípica também sugere a ausência de rearranjos cromossômicos na origem do cromossomo 

W. 

 O segundo mecanismo proposto para a diferenciação de pares autossômicos em 

sexuais pressupõe a redução gradual da frequência de recombinação (Brooks 1988). Alguns 

trabalhos mostram que a recombinação é fortemente reduzida quando há inserção de 

retrotransposons no genoma, já que regiões eucromáticas passam a ser remodeladas em 

heterocromáticas para evitar a amplificação destes elementos (Steinemann e Steinemann 

2005). É possível que em S. taeniurus a supressão da recombinação entre os cromossomos 

proto-sexuais tenha propiciado o acúmulo de heterocromatina no cromossomo W como 

estratégia de defesa contra elementos invasivos, os quais são muito frequentes em regiões 

genômicas não recombinantes (Dasilva et al. 2002; Steinemann and Steinemann 2005; Caputo 

et al. 2011) (Figure 3). Desta forma, acreditamos que o cromossomo W tenha aumentando 

significativamente o seu tamanho devido o acúmulo de DNA repetitivo, dentre eles o 

retroelemento Rex1, causando a degradação gradual da atividade gênica, tendo como 

consequência a diferenciação do sistema de cromossomos sexuais ZZ/ZW. Esta hipótese tem 

fundamento uma vez que os fragmentos W-específicos evidenciaram alta similaridade com 

sequências repetitivas classificadas como microssatélites, transposons e retrotransposons 

(Tabela 2). Dados gerados em estudos anteriores indicam que estas sequências tiveram 

influência significativa na evolução de genomas, particularmente no controle de atividade 

gênica (Valente et al. 2011). Os transposons e retrotransposons já foram identificados nos 

cromossomos sexuais de muitas espécies de peixes como em Xiphophorus maculatus (Volff 

et al. 2000; Bohne et al. 2012), Leporinus elongatus (Marreta et al. 2012), Oryzias hubbsi 

(Takehana et al. 2012), e Semaprochilodus taeniurus no presente estudo. Um dos fragmentos 

W específicos mostrou alta similaridade com a uma região parcial do fator de transcrição do 

gene SOX9 de Takifugu rubripes. O SOX9 é um gene relacionado à determinação do sexo em 

muitos organismos.  
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Figura 3: Provável origem do cromossomo W em Semaprochilodus taeniurus. 
 

 A sonda W-específica hibridizou em regiões heterocromáticas nos pares autossômicos 

de S. taeniurus, sugerindo que estes cromossomos compartilham outras sequências repetitivas 

como, por exemplo, o retroelemento Rex1mapeado neste estudo. Essa hipótese é reforçada 

pelo fato de que sinais homeólogos ao W foram evidentes nas regiões subterminais dos 

cromossomos das demais espécies analisadas e estes domínios subteloméricos representam 

regiões satélites dinâmicas com alta taxa evolutiva (Torres et al. 2011).  

Além de a pintura cromossômica comparativa indicar a presença de DNAs repetitivos 

no cromossomo sexual W de S. taeniurus que são compartilhados entre S. insignis, P. lineatus 

e P. nigricans revelou também a existência de DNA repetitivo centromérico em S. taeniurus, 

que não foi compartilhado com as demais espécies estudadas, possivelmente tratando-se de 

um DNA repetitivo espécie-específico. A divergência de sequência entre diferentes espécies 

provavelmente ocorre por mecanismos de evolução em concerto (Arnheim 1983; Canapa et 

al. 2002; Grewal e Jia 2007; Vicari et al. 2010), o que justifica S. taeniurus apresentar 

marcações na maioria dos centrômeros e as outras espécies não. 
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 Em S. insignis, P. lineatus e P. nigricans os sinais W-específicos foram evidenciados 

principalmente nas regiões cromossômicas terminais, não coincidentes com as regiões 

heterocromáticas reveladas pelo bandeamento C. Nestas espécies os blocos heterocromáticos 

estão localizados principalmente nas regiões centroméricas da maioria dos cromossomos 

(Venere et al. 1999; Vicari et al. 2006; Artoni et al. 2006; Terencio et al. 2012a). 

 A presença de elementos repetitivos, principalmente os microssatélites, é muito 

comum nas adjacências dos telômeros dos cromossomos de peixes e indicam que estas 

sequências repetitivas de DNA devem ter um papel importante na evolução dos genomas 

(Gross et al. 2010a; Jurka et al. 2011; Oliver e Greene 2011). Provavelmente, os sinais W-

específicos positivos revelados nas regiões cromossômicas terminais das espécies S. insignis, 

P. lineatus e P. nigricans possam representar satélites e/ou microssatélites específicos desta 

região. Este mesmo padrão de marcação telomérica foi verificado em três espécies do gênero 

Prochilodus submetidos ao mapeamento cromossômico com a sonda do microssatélite 

(AATTT)n (Hatanaka et al. 2002).  

 Os cromossomos B detectados em P. lineatus evidenciaram sinais positivos da sonda 

W-específica indicando a ocorrência de famílias de DNAs repetitivos. Jesus et al. (2003) 

isolaram e caracterizaram duas famílias de DNA satélite (SATH 1 and SATH2)  presentes no 

genoma de P. lineatus. Entretanto, somente SATH2 apresentou sinais de hibridização nos 

cromossomos B. A presença de DNAs repetitivos da sonda W que detém localização terminal 

em P. lineatus e também são visualizados nos cromossomos B indica que outras classes de 

DNAs repetitivos diferentes da família SATH podem ocorrer nestes cromossomos. Ainda, 

alguns estudos sugerem que os cromossomos B podem influenciar na origem dos sistemas de 

determinação de sexo em peixes, entretanto isto não foi verificado em P. lineatus (Yoshida et 

al. 2011; Noleto et al. 2012).  

 Assim, a pintura cromossômica da sonda W-específica possibilitou a identificação do 

cromossomo Z em S. taeniurus, mas não a identificação de proto-W em S. insignis, P. 

lineatus e P. nigricans. Sendo o gênero Semaprochilodus um grupo derivado na família 

Prochilodontidae, acreditamos que o sistema de cromossomos sexuais presentes em S. 

taeniurus deve ter surgido recentemente nesta espécie, uma vez que nenhum proto-W pode 

ser identificado na hibridização cruzada entre as espécies analisadas. 
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III.4  – Artigo 4 – Dinâmica evolutiva do DNA repetitivo e cromossomos sexuais: 

Semaprochilodus (Characiformes, Prochilodontidae) como modelo. 

 

 

 

 

 

 

 

 
III.4 Capítulo 4 

 

Dinâmica evolutiva do DNA repetitivo e cromossomos sexuais: Semaprochilodus 

(Characiformes, Prochilodontidae) como modelo. Enviado para publicação no periódico 

Sexual Development em 19/11/2012. Primeira revisão efetuada em 19/12/2012. 

 

 



 

 

74

III.4.1 Resumo 

Em geral, os genomas dos peixes são compostos, em sua maioria por múltiplas famílias de 
sequências repetitivas em tandem que devido à sua elevada abundância e rápida mudança 
evolutiva são consideradas componentes determinantes nos processos de especiação. Estudos 
anteriores revelaram que a fração repetitiva dos genomas de S. taeniurus e S. insignis 
apresenta grande quantidade de sequências repetitivas, incluindo transposons e 
retrotransposons. Estas informações se tornam importantes uma vez que de todas as espécies 
que compreendem a família Prochilodontidae somente S. taeniurus apresenta um sistema de 
cromossomos sexuais (ZW), que se acredita ter evoluído como consequência da ação de 
sequências repetitivas. Desta forma, neste trabalho nós apresentamos um extensivo 
mapeamento físico cromossômico de sequências repetitivas (microssatélites e elementos 
transponíveis), visando comparar a posição, abundância e contribuição destas sequências na 
dinâmica evolutiva dos genomas de S. taeniurus e S. insignis. Os resultados revelados pela 
FISH indicaram que as sequências repetitivas são mais abundantes no genoma de S. taeniurus 
e também ocorrem em regiões eucromáticas no genoma das duas espécies, indicando que 
algumas destas sequências possivelmente desempenhem algum papel funcional no genoma. 
Além disso, grandes clusters de sequências repetitivas conhecidas foram evidenciados nos 
cromossomos sexuais Z e W de S. taeniurus. Esta informação se faz importante uma vez que 
o acúmulo de sequências repetitivas nas regiões ricas em genes poderia refletir na 
diferenciação entre os proto-sexuais, evoluindo no par heteromórfico ZW observado em S. 
taeniurus. 
 

III.4.2 Introdução 

 O conhecimento adquirido acerca dos peixes teleósteos em diversas linhas de pesquisa 

tem revelado várias características peculiares a respeito da evolução e especiação neste grupo 

(Pokorná et al. 2011; Schemberger et al. 2011; Takehana et al. 2012; Gontan et al. 2012; 

Schneider et al. 2012a). Em geral os genomas eucarióticos, entre eles os dos peixes, são 

compostos em sua maioria por múltiplas famílias de sequências repetitivas em tandem 

(microssatélites, minisatélites e DNAr) e dispersas (elementos transponíveis), as quais são 

consideradas componentes determinantes nos processos de especiação devido a sua elevada 

abundância e rápida mudança evolutiva (Fischer et al. 2004; Volff 2005). Um exemplo disso 

são os DNAs satélites que estão organizados em blocos de milhares de cópias no genoma, 

ocorrendo principalmente nas regiões centromérica e telomérica dos cromossomos, indicando 

que desempenham um papel importante na estrutura, estabilidade e segregação cromossômica 

(Ferree e Prasad 2012). Os elementos móveis ou transponíveis são considerados os 

propulsores da evolução dos genomas em diversos grupos, isto porque ao contrário das 
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sequências satélites que costumam ser mais abundantes nas regiões heterocromáticas, 

apresentam padrão de distribuição mais uniforme, ocorrendo frequentemente em regiões 

eucromáticas (Eickbush e Furano 2002). Em peixes Neotropicais foram identificadas todas as 

classes conhecidas destes elementos e acredita-se que são responsáveis por inúmeros 

rearranjos cromossômicos, como observado nos gêneros Gymnotus (Silva et al. 2011), Cichla 

(Valente et al. 2011) e Symphysodon (Gross et al. 2010a). Deste modo, os DNAs repetitivos 

têm sido amplamente aplicados como marcadores físicos cromossômicos em estudos 

comparativos para localização de rearranjos cromossômicos, identificação e caracterização de 

cromossomos sexuais e análises de evolução cromossômica em peixes Neotropicais (Gross et 

al. 2010a; Schemberger et al. 2011; Machado et al. 2012; Schneider et al. 2012a; Terencio et 

al. 2012a; 2012b; 2012c). 

 O gênero Semaprochilodus é composto por seis espécies de peixes (S. brama, S. 

insignis, S. kneri, S. laticeps, S. taeniurus e S. varii) endêmicas da bacia amazônica e são 

muito importantes no comércio pesqueiro amazônico (Castro e Vari 2003). Análises 

moleculares e citogenômicas (Passos et al. 2010; Terencio et al. 2012a; 2012b; 2012c) 

revelaram que a fração repetitiva dos genomas de S. taeniurus e S. insignis apresenta grande 

diversidade de tipos de sequências repetitivas, tais como transposons e retrotransposons. Estas 

informações se tornam importantes uma vez que de todas as espécies que compreendem a 

família Prochilodontidae somente S. taeniurus apresenta um sistema de cromossomos sexuais 

(ZW) que se acredita ter evoluído como consequência da ação de sequências repetitivas, uma 

vez que a clonagem e sequenciamento do cromossomo W indicaram a presença de vários 

elementos móveis que se encontram ativos no genoma de outras espécies de peixes (Terencio 

et al. 2012c).  

 Desta forma, neste trabalho nós apresentamos um extensivo mapeamento físico 

cromossômico de sequências repetitivas, tais como microssatélites e elementos transponíveis 

identificados anteriormente (Passos et al. 2010; Terencio et al. 2012b; 2012c) com o objetivo 

de comparar a posição e abundância das diferentes classes destas sequências nos genomas de 

S. taeniurus e S. insignis (a qual não apresenta um sistema cromossômico de determinação 

sexual) e contribuir para a compreensão da dinâmica evolutiva dos genomas destas espécies. 

Além disso, discutimos sobre a influência destas sequências na evolução do sistema de 

determinação de sexo (ZW) em S. taeniurus, uma vez que estas parecem estar associadas com 

a diferenciação do par sexual nesta espécie. 
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III.4.3 Material e Métodos 

Dez espécimes de Semaprochilodus insignis (6 fêmeas e 4 machos) e doze de 

Semaprochilodus taeniurus (7 fêmeas e 5 machos), capturados com autorização do ICMBio 

SISBIO (10609-1/2007) na região de confluência entre os rios Negro/Solimões (AM) e 

Amazonas/Tapajós (PA), foram analisados. Os peixes foram anestesiados com água gelada e 

mortos. Espécimes testemunhos foram depositados na coleção de peixes do Laboratório de 

Genética Animal (10034, 10037, 10047 e 10696). As preparações cromossômicas foram 

obtidas a partir de células renais utilizando o tratamento de colchicina in vivo seguindo o 

protocolo descrito por Bertollo et al. (1978). A heterocromatina foi evidenciada por meio da 

técnica de bandeamento-C descrita por Sumner (1972). 

III.4.3.1 Sequências repetitivas 

 Seis microssatélites, quatro dinucleotídeos e dois imperfeitos, isolados do genoma de 

S. insignis (Passos et al. 2010) e cinco elementos móveis sequenciados e identificados 

anteriormente nos genomas de S. taeniurus e S. insiginis foram mapeados por meio da 

Hibridização Fluorescente in situ (FISH) em metáfases cromossômicas de S. insignis e S. 

taeniurus (Table 1). O retroelemento Rex3 foi recuperado via PCR utilizando os primer 

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

GTG GTG GT) (Volff et al. 1999). 

 

Tabela 1: Sequências repetitivas hibridizadas nos cromossomos de S. insignis e taeniurus. 

*Terencio et al. (2012c) 

 

 

 

 

Clone Classe de sequência Motivo de repetição GenBank  
SinH05 Microsatellite  (CA)22 HM147858 
SinC01 Microsatellite (GA)20 HM147844 
SinG08 Microsatellite (GT)17 HM147856 
SinC08 Microsatellite (CT)26 HM147847 
SinG09 Microsatellite (CT)14GT(CT)5(CG)2(CT)9 HM147857 
SinG02 Microsatellite (CT)9CA(GT)7CG(GT)19 HM147855 
Sin07 DNA transposon ERV2 JX848381 
Ste4 DNA transposon Tc1_FR2 * 

Ste21 Non-LTR Retrotransposon L2_2 * 
Ste20 Non-LTR Retrotransposon Rex1-9_XT * 

- Non-LTR Retrotransposon Rex 3   
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III.4.3.2 Hibridização Fluorescente in situ (FISH) 

As sondas repetitivas de S. taeniurus e S. insignis foram marcadas com digoxigenina-

11-dUTP e Biotina-16-dUTP (Dig-Nick Translation mix; Roche) por meio da reação de nick-

translation seguindo as instruções do fabricante. Os anticorpos anti-digoxigenina rhodamina e 

streptavidina (Life Technologies) foram utilizados para detectar o sinal. As hibridizações 

foram empregadas em cromossomos metafásicos seguindo o protocolo descrito por Pinkel et 

al. (1986). Hibridizações homólogas e heterólogas foram realizadas em alta estringência (2,5 

ng/µl de DNA, formamida 50%, sulfato dextrano 10% e 2XSSC a 37°C por 18 h). Os 

cromossomos foram contracorados com DAPI (2 µg/ml) e as lâminas montadas com 

Vectashield (Vector). 

III.4.3.3 Microscopia/Processamento da imagem 

 As lâminas foram analisadas no microscópio epifluorescente Olympus BX51 e as 

melhores metáfases foram capturadas com câmera digital (Olympus DP71), utilizando o 

software Image-Pro MC 6.3. 

 

III.4.4 Resultados 

III.4.4.1 Hibridização de sequências repetitivas de DNA em S. taeniurus   

Os resultados revelados pela FISH em metáfases de S. taeniurus indicaram sinais 

positivos de hibridização de todas as sequências repetitivas testadas, entretanto estes sítios 

apresentaram variação quanto a localização cromossômica (Figura 1). 

O microssatélite (CA)22 foi evidenciado preferencialmente em regiões terminais de 

vários cromossomos, na região centromérica e telomérica do cromossomo Z, bem como 

intersticialmente no braço longo do cromossomo W (Figura 1a). O microssatélite (GA)20 está 

presente nas regiões centroméricas e/ou intersticiais da maioria dos cromossomos 

autossômicos, sendo que um par de homólogos apresentou marcações biteloméricas. No 

cromossomo W foram evidenciadas marcações na região pericentromérica de ambos os 

braços (Figura 1b). O marcador microssatélite (CT) 26
 hibridizou em regiões centroméricas, 

intersticiais e/ou teloméricas na maioria dos cromossomos, incluindo os cromossomos sexuais 

(Figura 1c). Marcações conspícuas de hibridização do microssatélite 

(CT)14GT(GT)5(CG)2(CT)9 foram evidenciadas no braço longo do cromossomo W e na região 

telomérica do cromossomo Z. Ainda, sinais brandos desse microssatélite foram evidenciados 

em marcações terminais e centroméricas de vários cromossomos (Figura 1d). O microssatélite 
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(GT)17 foi evidenciado nas regiões centromérica e intersticial do braço longo do cromossomo 

W, além da região terminal do Z e de um autossomo (Figura 1e). O microssatélite 

(GT)9CA(GT)7CG(GT)19 foi localizado somente na região intersticial do braço longo do 

cromossomo W (Figura f). 

 A sequência repetitiva classificada como Retrovirus endógeno (ERV2) evidenciou 

sinais de hibridização somente na região terminal do braço longo do cromossomo W (Figura 

1g). O retrotransposon L2 apresentou sinais positivos de hibridização na região centromérica 

de alguns cromossomos, inclusive nos cromossomos sexuais Z e W (Figura 1h). O 

retroelemento Rex 1 mostrou-se compartimentalizado na região centromérica ou intersticial 

de alguns pares de cromossomos, entretanto sua localização foi dispersa nos cromossomos 

sexuais (Figura 1i). O retroelemento Rex3 apresentou localização dispersa em todos os 

cromossomos autossômicos, com alguns sinais mais conspícuos em regiões terminais e 

intersticiais, sendo este padrão evidenciado também nos cromossomos sexuais Z e W (Figura 

1j). O elemento transponível Tc1 foi localizado nas regiões centromérica e terminal de alguns 

cromossomos e na região intersticial do braço longo do cromossomo Z. Nenhum sinal de 

hibridização foi evidenciado no cromossomo W (Figura 1k).  

 A técnica de bandeamento C revelou que a heterocromatina encontra-se localizada na 

região centromérica da maioria dos cromossomos e nas regiões terminais de alguns 

cromossomos. No cromossomo Z a heterocromatina foi evidenciada na região centromérica e 

terminal do braço longo. O cromossomo W apresentou grande quantidade de heterocromatina 

ao longo de sua extensão cromossômica (Figura 1l). 
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Figura 1: Metáfases cromossômicas de Semaprochilodus taeniurus, hibridizadas com 
sequências microssatélites (a – f) e elementos transponíveis (g – k). Os cromossomos foram 
contracorados com DAPI e as sondas marcadas com biotina (verde) e digoxigenina 
(vermelho). Localização da heterocromatina constitutiva nesta espécie (l). 
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III.4.4.2 Hibridização de sequências repetitivas de DNA em S. insignis 

Em S. insignis nem todas as sequências repetitivas evidenciaram sinais positivos de 

hibridização (Tabela 2). 

 

Tabela 2: Quadro comparativo de sequências hibridizadas em S. insignis e S. taeniurus += 
sinais de hibridização; - = ausência de hibridização. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O microssatélite (CA)22 foi evidenciado principalmente na região centromérica de 

vários cromossomos inclusive em um dos homólogos metacêntrico grande (seta) e na região 

terminal de um único par cromossômico (Figura 2a). O microssatélite (GA)20 foi evidenciado 

nas regiões centroméricas e/ou intersticiais de vários cromossomos sendo que um par de 

homólogos (setas) apresentou marcações biteloméricas e centromérica (Figura 2b). O 

marcador microssatélite (CT) 26
 hibridou em regiões centroméricas e/ou teloméricas em 10 

pares de cromossomos, bem como em um dos homólogos metacêntricos grande na região 

centromérica (Figura 2c – seta). O (GT)17 foi revelado nas regiões terminais de nove 

cromossomos e na região centromérica de somente um cromossomo (2d). 

Nesta espécie, somente os retrotransposons Rex1 e Rex3 puderam ser identificados 

pela técnica de FISH. O elemento transponível Rex1 apresentou distribuição 

compartimentalizada na região centromérica da maioria dos cromossomos e na região 

terminal de dois cromossomos maiores, referentes ao primeiro par metacêntrico. Por outro 

lado, o retroelemento Rex3 apresentou um padrão de distribuição dispersa, sendo evidenciado 

em todas as regiões cromossômicas da maioria dos cromossomos do complemento. A técnica 

de bandeamento C evidenciou que a heterocromatina encontra-se localizada na região 

centromérica da maioria dos cromossomos e na região pericentromérica e terminal de alguns 

poucos cromossomos (Figura 3l). 

Similaridade ou motivo de repetição S. taeniurus S. insignis 
(CA)22 + + 
(GA)20 + + 
(GT)17 + + 
(CT)26 + + 

(CT)14GT(CT)5(CG)2(CT)9 + - 
(CT)9CA(GT)7CG(GT)19 + - 

ERV2 + - 
Tc1_FR2 + - 

L2 + - 
Rex1-9_XT + + 

Rex 3 + + 
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Figura 2: Metáfases cromossômicas de Semaprochilodus insiginis hibridizadas com 
sequências microssatélites (a – d) e elementos transponíveis (e, f). Os cromossomos foram 
contracorados com DAPI e as sondas marcadas com biotina (verde) e digoxigenina 
(vermelho) (a – k). Localização da heterocromatina constitutiva nesta espécie (g). 
 

III.4.5 Discussão 

III.4.5.1 Distribuição de sequências repetitivas nos cromossomos autossômicos  

 A comparação do padrão heterocromático e o mapeamento físico cromossômico das 

sequências repetitivas entre S. taeniurus e S. insignis evidenciou que estas ocorrem mais 

frequentemente em regiões heterocromáticas, entretanto sítios de hibridização também foram 

identificados em regiões eucromáticas, indicando que algumas destas sequências 

possivelmente desempenhem algum papel funcional no genoma. Recentemente, a 

Enciclopédia de Elementos de DNA (ENCODE) mostrou que a região do genoma conhecida 



 

 

82

como não codificante é rica em elementos funcionais que podem ser transcritos em RNA, 

atuar na ancoragem de proteínas, controlar e influenciar a atividade gênica, inclusive de genes 

distantes, e até atuar na conformação estrutural das moléculas (The ENCODE Project 

Consortium 2012). 

 De maneira geral, a hibridização cromossômica dos microssatélites evidenciou que 

estes se acumulam mais intensamente nas regiões centroméricas e terminais dos cromossomos 

autossômicos em ambas espécies. Entretanto, a análise comparativa revelou que algumas 

destas sequências ocorrem em regiões distintas nos cromossomos destas espécies. Em S. 

taeniurus o microssatélite (CA)22 foi evidenciado principalmente nas regiões terminais dos 

cromossomos, enquanto que em S. insignis foram preferencialmente encontrados na região 

centromérica dos mesmos. Essa informação é interessante uma vez que S. taeniurus 

apresentou grandes marcações terminais, não observadas em S. insiginis, na FISH utilizando 

sonda Cot-1 DNA (cinética de ressociação) (Terencio et al. 2012c). Estes resultados indicam 

que estas sequências podem estar envolvidas na formação estrutural do centrômero e telômero 

os quais são caracterizados por apresentar grande quantidade de sequências repetitivas em 

tandem e podem ser considerados hotspots de inserção ou retenção de sequências repetitivas, 

influenciando na frequência de rearranjos cromossômicos nestas regiões. DNAs satélites 

centromérico já foram identificados em várias espécies de peixes. (Canapa et al. 2002; Eichler 

e Sankoff 2003).  

 Em S. insignis os microssatélites (CA)22 e (CT)26 foram evidenciados na região 

centromérica de apenas um dos homólogos do primeiro par metacêntrico. Estas marcações 

discordantes em homólogos podem ser em decorrência de eventos de duplicações destas 

sequências em apenas um dos homólogos, o que possibilitaria a identificação destes clusters 

pela FISH. 

 A distribuição de elementos transponíveis no genoma da maioria dos organismos é 

uniforme, ocorrendo tanto em regiões eucromáticas quanto em heterocromáticas (Volff et al. 

2003; Fischer et al. 2004). O mapeamento físico cromossômico desta classe de sequências 

repetitivas corroborou esta afirmativa, além de evidenciar padrões distintos de abundância e 

localização nas diferentes espécies. Os elementos transponíveis L2 e Tc1 só evidenciaram 

sinais de hibridização nos cromossomos autossômicos de S. taeniurus, indicando que estes 

elementos apresentam um maior número de cópias integrando o genoma desta espécie. Por 

outro lado, os retrotransposons Rex1 e Rex3 foram identificados no genoma das duas espécies 

e apresentaram o mesmo padrão de distribuição, sendo que o Rex1 apresenta blocos de 
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compartimentalização na região centromérica de alguns poucos cromossomos e o Rex3 na 

região subterminal e terminal da maioria dos cromossomos. Esta informação é interessante 

porque reflete um caráter conservado na evolução destes elementos no genoma das duas 

espécies. A compartimentalização observada nas regiões centromérica e terminal podem 

sugerir duas coisas: (1) os eventos de transposição são mais frequentes na região 

heterocromática; (2) há uma eliminação massiva destas sequências repetitivas nas regiões 

ricas em genes (Fischer et al. 2004). Recentemente, a hibridização dos retroelementos Rex1, 

Rex3 e Rex6 em ciclídeos Neotropicais também evidenciou um padrão conservado neste 

grupo de peixes (Schneider et al. 2012a). 

 O genoma dos peixes contém uma infinidade de famílias de retrotransposons que são 

muito estudados por conta do impacto que eles podem causar nos genomas como, rearranjos 

cromossômicos, diferenciação de cromossomos sexuais e por consequência, especiação 

(Ozouf-Costaz et al. 2004). Entretanto, alguns TEs, por exemplo, os retrotransposons 

teloméricos de Drosophila são aparentemente benéficos para o hospedeiro e acredita-se que 

durante a evolução muitos destes elementos podem ter sido domesticados assumindo novas 

funções celulares no genoma (Fischer et al. 2004; Biemont e Vieira 2006). Estudos com 

elementos repetitivos dispersos em genomas de insetos também já demonstraram que estes, 

após a fase de invasão, tendem a ser silenciados e posteriormente sofrem deterioração 

molecular até serem incorporados no genoma hospedeiro. Na fase de deterioração molecular o 

elemento se torna inativado e progressivamente acumula mutações como inserções e deleções 

em taxas neutras, até perder completamente sua identidade ou ser perdido do genoma 

hospedeiro (Fernández-Medina et al. 2012).  

 No geral, a análise comparativa realizada neste trabalho evidenciou que o genoma de 

S. taeniurus é mais rico em heterocromatina e sequências repetitivas, as quais podem ter 

contribuído fortemente na diferenciação genômica destas espécies. 

 

III.4.5.2 Distribuição de sequências repetitivas nos cromossomos sexuais de S. taeniurus 

 Semaprochilodus taeniurus é a única espécie da família Prochilodontidae a apresentar 

um sistema cromossômico (ZZ/ZW). Morfologicamente, o cromossomo W é bem maior que o 

seu homólogo Z e contém grande quantidade de heterocromatina (Feldberg et al. 1987; 

Terencio et al. 2012a). O cromossomo W de S. taeniurus apresenta grande quantidade de 

sequências repetitivas em tandem e dispersas, sugerindo que estas sequências podem ter 

contribuído para a evolução do sistema sexual nesta espécie (Terencio et al. 2012b; 2012c). 
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Os resultados encontrados neste trabalho reforçam essa hipótese, uma vez que grandes 

clusters de sequências repetitivas conhecidas foram evidenciados no par sexual, 

principalmente no W. Ainda, apesar da maioria destas sequências ocorrerem em regiões 

heterocromáticas, a análise comparativa indicou que algumas delas invadem regiões 

eucromáticas (Figura 3). O acúmulo dessas sequências repetitivas nas regiões ricas em genes 

poderia refletir na redução gradual do crossing-over entre os proto-sexuais, evoluindo no par 

heteromórfico ZW. 

 
Figura 3: Ideograma esquemático dos cromossomos sexuais de Semaprochilodus taeniurus, 
destacando o padrão de distribuição das sequências repetitivas evidenciadas pela FISH. 
Regiões em cinza representam a localização da heterocromatina constitutiva e em preto as 
sequências hibridizadas. 
 
 O mapeamento físico dos microssatélites nos cromossomos sexuais revelou que estas 

sequências ocorrem nas regiões centromérica e telomérica do cromossomo Z e mais 

intensamente nas regiões pericentromérica e intersticial do cromossomo W (Figura 4). Em 

muitos casos, a acumulação de microssatélites precede a evolução do cromossomo sexual 

heteromórfico. Ainda, acredita-se que estes elementos tenham um importante papel na 

evolução dos cromossomos sexuais devido a sua capacidade de adotar conformações 

incomuns incluindo grampos triplex e tetraplex (Wells et al. 2005). 
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Figura 4: Cromossomos sexuais (Z e W) de Semaprochilodus taeniurus evidenciando: o 
padrão de localização das sequências repetitivas hibridizadas pela FISH; a localização da 
heterocromatina constitutiva (banda-C). 
 
 Alguns elementos transponíveis já foram identificados nos cromossomos sexuais de 

muitos organismos e os resultados sugerem que a mobilização massiva destes elementos pode 

estar associada com instabilidades genéticas, que evoluíram no par cromossômico 

heteromórfico. Acredita-se que a acumulação de elementos transponíveis é um evento que 

ocorre antes da restrição total da recombinação, sendo considerada como a primeira 

característica no processo de divergência entre os proto-sexuais, já que o aumento de 

conteúdo de DNA resulta, na maioria das vezes, em heterogametia de um dos cromossomos 

sexuais (Larin et al. 1994; Desset et al. 2003; Bartolome´ e Maside 2004; Feschotte e Pritham 

2007, Gontan et al. 2012; Terencio et al. 2012b).  

 Assim, os resultados encontrados neste estudo resultaram em novas informações 

referentes à estrutura e organização da fração repetitiva do genoma de Semaprochilodus spp. e 

sua influência na evolução dos cromossomos sexuais em S. taeniurus. Porém, a investigação 

genômica de outras espécies de peixes da família Prochilodontidae poderá fornecer outras 

informações importantes acerca da evolução cariotípica neste grupo de peixes.



 

 

86

IV. Conclusões gerais 

- As análises citogenômicas empregadas neste estudo em duas espécies de Semaprochilodus 

não revelaram diferenças genéticas entre indivíduos de uma mesma espécie provenientes dos 

diferentes tipos de água amostrados. Este resultado pode ser reflexo do comportamento e ciclo 

de vida destes peixes que realizam ciclos de migração reprodutiva. 

 

- Apesar das duas espécies de Semaprochilodus apresentarem 2n=54 cromossomos, 

características cromossômicas distintas foram evidenciadas em cada espécie. 

 

- As análises de citogenética clássica corroboraram parcialmente os dados encontrados em 

estudos anteriores, diferindo somente nos pares portadores das regiões organizadoras de 

nucléolo (RON). 

 

- A sintenia entre os sítios ribossomais 18S e 5S, comum nos prochilodontideos, foi observada 

somente em S. insignis. Em S. taeniurus, os mesmos foram evidenciados em pares distintos. 

 

- Semaprochilodus insignis e S. taeniurus apresentaram múltiplos sítios de DNA ribossomal 

5S, podendo tratar-se de pseudogenes ou sequências repetitivas originadas deste gene, já que 

o sequenciamento destas sequências evidenciou cópias com deleções na região codificante. 

 

- Os genomas de S. insignis e S. taeniurus apresentam grande quantidade de sequências 

repetitivas, dentre elas transposons e retrotransposons, os quais podem estar envolvidos na 

dinâmica evolutiva neste grupo de peixes, inclusive na origem dos cromossomos B em 

Prochilodus spp. 

 

- As sequências repetitivas podem estar envolvidas na evolução do sistema de cromossomos 

sexuais ZZ/ZW em S. taeniurus, uma vez que o sequenciamento do cromossomo W 

microdissectado e o mapeamento físico cromossômico revelaram alta densidade destas 

sequências neste cromossomo. 

 

- O heteromorfismo do cromossomo W se deu por acúmulo de heterocromatina 

provavelmente originada como mecanismo de defesa contra elementos invasivos, tais como 

transposons e retrotransposons identificados neste cromossomo. 
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V. Perspectivas 

 Avanços significativos foram alcançados no entendimento da organização genômica 

de S. insignis e S. taeniurus, entretanto, alguns aspectos importantes ainda precisam ser 

investigados, como: 

 

- A amplificação do fragmento gênico SOX9 identificado no cromossomo W, por meio da 

PCR walking e a utilização deste como sonda, para mapeamento físico cromossômico nas 

demais espécies de peixes da família Prochilodontidae, visando elucidar os mecanismos 

envolvidos na evolução do sexo neste grupo de peixes. 

 

- A microdissecção, amplificação e geração de sonda cromossômica do cromossomo Z, a qual 

poderá revelar os proto-sexuais nas demais espécies da família Prochilodontidae. 

 

- O sequenciamento de última geração (next generation) dos cromossomos sexuais Z e W 

para revelar a composição genômica destes cromossomos, bem como a identificação dos 

genes envolvidos na determinação sexual nesta espécie. 
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