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RESUMO 

 

 

 O gênero Astyanax apresenta uma extensa variabilidade em suas fórmulas cariotípicas, 

as quais acompanham sua diversidade biológica. Estes dados fazem com que a taxonomia do 

gênero ainda seja confusa, devido à grande plasticidade fenotípica existente entre as 

populações e a ausência de caracteres morfológicos confiáveis para sua correta identificação. 

Por outro lado, a análise das sequências e distribuição cromossômica do retrotransposon Rex1 

revelou pouca variabilidade. As diferenças encontradas com relação às sequências deste 

retrotransposon mostram que as variações podem estar associadas à distribuição geográfica 

das espécies, visto que as espécies mais distantes geograficamente revelaram maiores 

diferenças em sua composição nucleotídica. A distribuição cromossômica desse elemento 

mostrou-se conservada entre as espécies do gênero, com marcações dispersas pelos genomas 

dos mesmos, contribuindo com a ideia de que esses elementos podem se acumular em regiões 

genômicas específicas dentro de cada grupo de peixes, sendo que esta tendência é maior para 

peixes do mesmo grupo e menor para grupos diferentes. Deste modo, a ampla distribuição de 

Rex1 observada nas espécies estudadas sugere que esse elemento pode ter sido incorporado há 

muito tempo nos genomas desses peixes, e que vem desempenhando um papel importante na 

evolução do grupo. Ainda assim, devido à grande diversidade encontrada no gênero, mais 

estudos podem contribuir tanto para o melhor entendimento da taxonomia de Astyanax, como 

da dinâmica evolutiva dos retrotransposons no gênero e em outros grupos de peixes. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

O genoma de organismos eucariotos possui grande variedade de sequências, que 

podem ser simples ou repetitivas. Os DNAs de cópia única ou com poucas cópias constituem 

a maior parte dos genes funcionais de um organismo, embora algumas sequências 

moderadamente repetitivas também contenham genes (LONG; DAVID, 1980). Os DNAs 

repetitivos correspondem a sequências individuais que se repetem várias vezes constituindo 

grandes frações do genoma eucarioto, podendo representar, por exemplo, cerca de 95% do 

genoma de cebolas (FLAVELL et al., 1974) e 50% ou mais do genoma humano (LANDER et 

al., 2001).  

As sequências repetitivas já foram denominadas como “DNA lixo” por não 

apresentarem funções evidentes e não transcreverem produtos codificantes, como proteínas e 

RNAs (NOWAK, 1994). Já foram também denominadas “DNA egoísta”, que, devido à sua 

falta de funções, existiriam apenas para a perpetuação de sua existência. Porém, essa idéia 

começou a mudar com a descoberta de diversas funções dessas regiões, tais como o 

envolvimento no processo de replicação do DNA (LI et al., 2002), recombinação (BIET et al., 

1999), expressão gênica (LIU et al., 2001) e diferenciação de cromossomos sexuais (PARISE-

MALTEMPI et al., 2007; CIOFFI; BERTOLLO; CAMACHO, 2010). Além disso, estão 

também presentes nos centrômeros e telômeros de cromossomos de células eucarióticas, 

desempenhando funções cruciais na manutenção e propagação do material genético nuclear 

(MARTINS, 2007). 

Essas funções/relações das sequências repetitivas, nos genomas em geral, indicam que 

as mesmas são importantes para a organização estrutural e funcional do genoma, 

principalmente pela possibilidade de terem um papel fundamental na evolução destes 

genomas, especialmente por controlarem a atividade gênica (BIÉMONT; VIEIRA, 2006; 

MARTINS, 2007). 

Em nível cromossômico, as sequências repetitivas podem também estar envolvidas em 

rearranjos como deleções, duplicações, inversões e translocações recíprocas, sendo 

responsáveis por proporções significativas das variações cariotípicas observadas em muitos 

grupos (KIDWELL, 2002). 

Embora já tenham sido descritas algumas sequências repetitivas localizadas em 

diferentes porções de cromossomos de peixes, tais como regiões centroméricas, teloméricas, 
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regiões consideradas marcadoras específicas de cromossomos sexuais e cromossomos B 

(LANFREDI et al., 2001; PARISE-MALTEMPI et al., 2007; FERREIRA; MARTINS, 2008, 

POLETTO; FERREIRA; MARTINS, 2010), ainda há muito a se entender sobre elas neste 

grupo animal. 

 

1.1. DNAS repetitivos: DNA satélites, minissatélites, microssatélites, elementos de 

transposição e famílias multigênicas 

 

DNAs repetitivos são constituídos por sequências de diferentes comprimentos e 

composição, que aparecem repetidas diversas vezes no genoma, e podem ou não ser 

codificadoras. Entre as sequências repetitivas não codificadoras estão os DNAs repetitivos 

arranjados in tandem, compostos pelos DNAs satélites (DNA altamente repetitivo), as 

sequências minissatélites e microssatélites (DNA moderadamente repetitivo) e as sequências 

repetitivas dispersas no genoma, compostas por transposons e retrotransposons 

(CHARLESWORTH; SNLEGOWSKI; STEPHAN, 1994; KIDWELL, 2002). Já as 

sequências codificadoras compreendem as famílias multigênicas (NEI; ROONEY, 2005; 

FARAH, 2007). 

As famílias multigênicas indicam um grupo de genes com notável similaridade 

estrutural e funcional, quanto ao número e organização dos pares de bases  nitrogenadas,  

embora  eles possam  exibir  diferentes  funções, sendo descendentes de um gene ancestral 

comum (NEI; ROONEY, 2005; FARAH, 2007). Como exemplos pode-se citar os genes de 

RNAs ribossomais (RNAr) e genes codificadores de proteínas histônicas (CABRAL-DE-

MELLO, 2011). 

DNAs satélites são sequências não codificadoras arranjadas in tandem, que podem 

variar de 100 a 300 pb. Organizam-se em conjuntos e, normalmente, estão localizadas 

próximas a regiões heterocromáticas dos cromossomos, principalmente centroméricas e 

teloméricas (CHARLESWORTH; SNLEGOWSKI; STEPHAN, 1994; MARTINS, 2007).  

Os minissatélites são arranjos in tandem, com regiões repetitivas de 10 a 100 pb  

dispersas através do genoma, que se concentram em regiões próximas aos telômeros. Já os 

microssatélites consistem em sequências curtas (2 a 4 pb), também organizadas in tandem 

(RAMEL, 1997; MARTINS, 2007). 

Os elementos de transposição, também chamados de jumping genes, podem mudar de 

posição dentro do genoma e alterar funções de genes associados (KAZAZIAN; MORAN, 
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1998; BIÉMONT; VIEIRA, 2006; FERREIRA).  Dentro desse grupo existem duas classes 

principais: os transposons, que se movimentam como uma molécula de DNA pelo genoma; e 

os retrotransposons, que se movimentam via um RNA intermediário (CHARLESWORTH; 

SNLEGOWSKI; STEPHAN, 1994; VOLFF; KÖRTING; SCHARTL, 2000; BÖHNE et al., 

2008). Os retrotransposons podem ainda ser divididos em LTR retrotransposons (long 

terminal repeat) ou LINEs (long interspersed element), por possuírem longas repetições 

terminais em suas cadeias, e non-LTR retrotransposons ou SINEs (short interspersed 

elements), por não possuírem essas repetições em suas cadeias (DEININGER et al., 1992; 

VOLFF et al., 2001; BIÉMONT; VIEIRA, 2006). Os SINEs variam em tamanho de 90 a 400 

pb, enquanto que os LINEs podem ser maiores que 7.000 pb (DEININGER et al., 1992).  

  

1.2. Os elementos de transposição 

 

 Dentre os tipos de elementos de transposição, os transposons podem influenciar a 

trajetória evolutiva do seu hospedeiro de três formas diferentes: (1) através de alterações na 

função gênica, devido às movimentações dos transposons que se inserem nos genes; (2) 

através da indução de rearranjos cromossômicos; (3) e como fonte de material codificante e 

não codificante, o que permite o aumento na variabilidade genética (FESCHOTTE; 

PRITHAM, 2007).  Alguns trabalhos classificam os retrotransposons como os principais 

responsáveis pelo aumento ou diminuição do tamanho do genoma de eucariotos 

multicelulares (DASILVA et al., 2002; FESCHOTTE; PRITHAM, 2007). 

 Ainda não existe um fator único responsável pelo tamanho dos genomas, a 

discrepância entre o tamanho dos mesmos e sua quantidade de genes deu origem ao chamado 

“paradoxo do valor C”. Existem disponíveis várias estimativas do tamanho dos genomas de 

diversas espécies, porém dados sobre o tamanho ocupado pelos elementos transponíveis ainda 

são escassos (KIDWELL, 2002). Segundo Kidwell (2002), a proporção dos genomas ocupada 

por esses elementos pode variar de 2% no baiacu Takifugu rubripes a mais de 50% em 

gramíneas, como milho e cevada. Aparentemente, as famílias de elementos transponíveis 

podem sofrer alterações rapidamente nas espécies, e consequentemente, a proporção do 

genoma ocupada por eles deixa de ser constante dentro da espécie, ou mesmo de uma 

população local (KIDWELL, 2002). 

 Em contrapartida, o trabalho de Volff e colaboradores (2003) revelou que não há 

correlação entre o genoma compactado de Takifugu rubripes e a menor diversidade de 
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retrotransposons, uma vez que o genoma de T. rubripes é quatro vezes menor, e com 

quantidade semelhante de genes e clados de retrotransposons que o genoma do zebrafish 

Danio rerio, com o genoma quatro vezes maior e quantidade semelhante de genes (VOLFF et 

al., 2003). De qualquer maneira, os elementos transponíveis podem representar um 

mecanismo muito importante na variação e adaptação dos genomas, de acordo com a ação da 

seleção natural (KIDWELL, 2002). 

 Existem poucos estudos sobre o impacto genômico dos retroelementos em 

vertebrados, embora resultados venham mostrando que o papel desses elementos na geração 

de variações genéticas tem sido importante para a evolução da estrutura genômica e 

funcionamento gênico nos vertebrados e outros organismos (FESCHOTTE; PRITHAM, 

2007). Dados revelam que a maioria dos retrotransposons está presente nos vertebrados e que 

grande parte deles foi transmitida verticalmente, através de herança. Desse modo, múltiplos 

clados de retrotransposons provavelmente foram perdidos na linhagem dos tetrápodes, antes 

da divergência entre camundongos e humanos, porém mantidos na linhagem dos teleósteos 

(VOLFF et al., 2003).  

 Do ponto de vista cromossômico, estudos recentes têm mostrado que transposons e 

retrotransposons podem estar arranjados em clusters, sendo assim facilmente visualizados nos 

cromossomos através de técnicas de citogenética molecular, como a hibridação in situ 

fluorescente (VOLFF; KÖRTING; SCHARTL, 2000; FERREIRA; MARTINS, 2008; 

GROSS et al., 2009; MAZZUCHELLI; MARTINS, 2009; VALENTE et al., 2011). 

 

1.3. Os elementos de transposição Rex 

 

Quando se considera a diversidade de espécies de peixes distribuídas em ambientes 

aquáticos continentais, existem poucas informações sobre a organização molecular e a 

localização cromossômica dos elementos transponíveis.   

As sequências denominadas Rex1, Rex3 e Rex6, identificadas como retrotransposons 

(non-LTR), foram isoladas, pela primeira vez, do peixe modelo Xiphophorus e parecem ser 

amplamente distribuídas nos genomas de outros peixes. A sequência Rex3 está relacionada à 

família RTE, que tem como características essenciais regiões que codificam uma 

endonuclease e uma transcriptase reversa, a maioria das cópias truncadas, uma cauda 

consistindo de sequências GATG repetidas in tandem e curtos sítios alvos de duplicação de 

comprimento variável (VOLFF et al., 1999). O elemento Rex6 é um membro da família de 
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retrotransposons R4, e codifica uma transcriptase reversa e uma enzima de restrição 

semelhante à endonucleases (VOLFF et al., 2001). O retrotransposon Rex1, objeto deste 

estudo, é uma família de non-LTR, que parece estar relacionado como o clado CR1 dos 

LINEs, e codifica uma transcriptase reversa e uma endonuclease apurínica/apiridímica, que é 

frequentemente removida pela transcrição reversa incompleta (VOLFF; KÖRTING; 

SCHARTL, 2000).  

 Estudos envolvendo a família dos Rex vêm sendo desenvolvidos em diferentes 

espécies de peixes. Os resultados demonstraram importantes informações a respeito da 

evolução destes elementos, como as contidas no trabalho de Deininger e colaboradores 

(1992), as quais sugerem a presença de numerosas ondas de retrotransposições independentes, 

que ocorreram a partir de cópias distintas ancestrais, durante a evolução dos genomas. Volff, 

Körting e Schartl (2000) detectaram um mínimo de dez surtos de transposições principais que 

podem ter ocorrido durante a evolução dos peixes. 

Em estudos realizados em peixes da família Loricariidae, Ferreira, Oliveira e Foresti 

(2011a) observaram que os retrotransposons Rex1 e Rex3 possuem sequências gênicas 

semelhantes em peixes de diferentes ordens. Esses autores mostraram também que estes dois 

retrotransposons estão distribuídos por todos os cromossomos das espécies analisadas, 

incluindo regiões eucromáticas e heterocromáticas, sugerindo que ambas possam estar 

evoluindo juntas ou através de um mesmo mecanismo (FERREIRA; OLIVEIRA; FORESTI, 

2011a). 

Um estudo realizado com peixes da Antártica, envolvendo treze espécies de cinco 

famílias de peixes da subordem Notothenioidei (Bovichtidae, Nototheniidae, 

Artedidraconidae, Bathydraconidae e Channichthyidae), bem como os retrotransposons Rex1, 

Rex3 e Rex6, mostrou que tanto Rex1 como Rex3, separadamente, formam grupos 

monofiléticos claramente distintos de elementos correspondentes em outras espécies de peixes 

(OZOUF-COSTAZ et al., 2004). Provavelmente esses retrotransposons resultaram de ondas 

de retrotransposição ocorridas após a separação dos grupos de notothenioides de outros 

grupos de peixes, especialmente dos ciclídeos Cichlasoma labridens e Oreochromis niloticus, 

que pertencem à mesma subordem (OZOUF-COSTAZ et al., 2004). Os resultados sugerem 

ainda que estes elementos permanecem ativos no genoma de peixes antárticos recentes, e o 

grau de identidade entre as cópias de nucleotídeos interespecíficos pode indicar que a 

divergência ocorrida entre as espécies estudadas não é tão antiga (OZOUF-COSTAZ et al., 

2004). 
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 Mazzuchelli (2008) analisou sequências de Rex1, Rex3 e Rex6 e demonstrou que as 

sequências de Rex1 e Rex3 apresentaram similaridade com sequências do genoma de uma 

variedade de espécies de peixes, distribuídos por várias ordens, como Perciformes, 

Cyprinodontiformes e Tetraodontiformes. Estes resultados confirmaram estudos já 

publicados, de que estes elementos estão amplamente distribuídos no genoma de peixes 

(VOLFF; KÖRTING; SCHARTL, 2000; OZOUF-COSTAZ et al., 2004). O elemento Rex6 

revelou similaridade com sequências de peixes, e também com sequências de organismos de 

outros grupos, como répteis, Geochelone pardalis; plantas, Arabidopsis lyrata, Zostera 

marina; micro-organismos, Prunus necrotic; primatas, Lepilemur dorsalis; e com a espécie 

humana, Homo sapiens. Os dados sugerem que este elemento encontra-se conservado nos 

diferentes grupos de eucariotos (MAZZUCHELLI, 2008). 

 Devido à grande diversidade na organização dos elementos transponíveis pode-se 

supor que o fato de apresentarem um número diferenciado de cópias nas diferentes espécies, 

justifica os diversos padrões encontrados nos peixes estudados até o presente. E embora 

existam diferenças entre espécies diferentes, dentro de uma mesma espécie os elementos 

transponíveis parecem se comportar da mesma maneira (FERREIRA et al., 2011c). 

Dados da literatura mostram que os peixes parecem possuir grande número de famílias 

de retrotransposons, e grande parte pode não ser encontrada em outros vertebrados (VOLFF; 

KÖRTING; SCHARTL, 2000; VOLFF et al., 2003; OZOUF-COSTAZ et al., 2004). Diante 

desse fato e dos resultados decorrentes da análise dos transposons em peixes, fica evidente 

que os peixes representam um grupo bastante importante para o estudo do impacto de 

elementos retrotransponíveis no genoma de vertebrados, especialmente para os elementos 

retrotransponíveis que estão ausentes em mamíferos (OZOUF-COSTAZ et al., 2004). 

 Mesmo com as diversas evidências de que os elementos transponíveis podem 

desempenhar importante papel na diversidade genômica de vertebrados, o conhecimento atual 

ainda representa pequena fração do conhecimento, e pouco ainda se sabe sobre o impacto 

evolutivo dos elementos transponíveis em peixes e outras linhagens de vertebrados (BÖHNE 

et al, 2008). Dessa forma muitos estudos ainda são necessários para o melhor entendimento da 

dinâmica destes elementos. 
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1.4. O gênero Astyanax Baird & Girard, 1854 

 

O gênero Astyanax Baird & Girard, 1854 foi classificado como Incertae sedis, dentro 

de Characidae, devido à falta de evidências morfológicas consistentes que garantam o 

monofiletismo do grupo (LIMA et al., 2003), esta família pertence a ordem Characiformes 

(FINK; FINK, 1981) e agrupa os peixes conhecidos popularmente como “lambaris”. É um 

dos maiores gêneros em número de espécies dentre os peixes Neotropicais, com cerca de 100 

espécies descritas (LIMA et al., 2003; HALUCH; ABILHOA, 2005; MELO; BUCKUP, 

2006; BERTACO; GARUTTI, 2007). 

As espécies do gênero Astyanax estão amplamente distribuídas desde o sul dos 

Estados Unidos à região central da Argentina, ocupando diversos habitats e sendo um dos 

gêneros mais complexos entre os peixes de água doce da região Neotropical. Possui uma 

distribuição compartimentalizada – o que sugere endemismo –, sendo que cada bacia possui 

formas diferentes, e dentro de cada bacia há relatos da existência de diversas formas com 

distribuição geográfica restrita (GARUTTI, 1995). A sistemática do gênero ainda não está 

resolvida, principalmente devido à falta de evidências que corroborem seu status monofilético 

(WEITZMAN; FINK, 1983; ZANATA, 1995; WEITZMAN; MALABARBA, 1998; MELO; 

BUCKUP, 2006; BERTACO; GARUTTI, 2007) e devido à grande plasticidade fenotípica 

existente entre populações e a ausência de caracteres morfológicos confiáveis para sua correta 

identificação (VICARI et al., 2010). Sendo assim, pode tratar-se de linhagens evolutivas 

diferentes e independentes (WEITZMAM; FINK, 1983; ZANATA, 1995; WEITZMAN; 

MALABARBA, 1998; MELO; BUCKUP, 2006; BERTACO; GARUTTI, 2007). 

 

1.5. Justificativa 

 

Os estudos citogenéticos vêm auxiliando o entendimento da taxonomia de diferentes 

grupos de peixes, permitindo a caracterização de cariótipos e suas relações evolutivas 

(PAZZA, 2005). Considerando a ampla ocorrência das espécies do gênero Astyanax e na 

tentativa de contribuir tanto com informações sobre a classificação do gênero, como com o 

melhor entendimento a respeito da dinâmica das sequências transponíveis em peixes, os 

estudos sobre a organização genômica dos elementos transponíveis, como o Rex1, poderão 

contribuir com informações importantes quanto à evolução do grupo e à evolução dessas 

sequências no genoma das espécies analisadas. 
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2. OBJETIVOS 

 

 

Os objetivos do trabalho foram isolar e caracterizar as sequências do elemento 

transponível Rex1 em espécies do gênero Astyanax provenientes de rios das bacias do Alto e 

Baixo Rio Paraná (A. eigenmannirum Cope, 1894, A. fasciatus Cuvier, 1819, A. paranae 

Eigenmann, 1914, A. altiparanae Garutti; Britski, 2000), do rio Paraguai (A. asuncionensis 

Géry, 1972) e dos rios da América do Norte e Central (A. mexicanus De Filippi, 1853) e 

mapear sua distribuição cromossômica no genoma dessas espécies, com o intuito de encontrar 

se existem variações nos retrotransposons entre as diferentes espécies. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1.  Materiais 

 

 Foram utilizadas preparações citogenéticas e DNA genômico de seis espécies do 

gênero Astyanax: A. altiparanae, A. asuncionensis, A. eigenmanniorum, A. fasciatus, A. 

mexicanus e A. paranae. Esses materiais foram obtidos da coleção de DNA genômico e 

preparações citogenéticas já existentes no laboratório de citogenética da UNESP Rio Claro. 

Para a obtenção de cromossomos mitóticos foi utilizada a técnica descrita por EGOZCUE 

(1971) e CESTARI (1973) modificada por BERTOLLO e colaboradores (1978). 

 

3.2.  Métodos 

 

3.2.1. Amplificação de DNA via Polymerase Chain Reaction (PCR) 

 

 Os fragmentos obtidos foram amplificados através de primers específicos desenhados 

para a amplificação de Rex1 em Astyanax, com base nas sequências obtidas por um 

sequenciamento prévio das amostras. Os primers desenhados foram Rex1As F – 5' CCT GGA 

TCA CTG ACT ACC T e Rex1As R - 5' CAC ACC AAG GTA TTT GTA GG. A 

amplificação das amostras seguiu o protocolo descrito abaixo. 

 

Soluções Volume/Amostra 

Mix PCR (Qiagen) 12,5µL 

Água Mili Q 8,5µL 

Primer F 10mM (Invitrogen) 1,0µL 

Primer R 10mM (Invitrogen) 1,0µL 

DNA 2,0µL 

Volume final 25µL 

 

 A reação de PCR seguiu as condições gerais de desnaturação inicial a 95ºC durante 5 

minutos, 34 ciclos de desnaturação a 95ºC por 40 segundos, anelamento a 55ºC por 40 
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segundos, elongação a 72ºC por 2 minutos, e extensão final a 72ºC durante 5 minutos, com 

temperatura de manutenção a 12ºC.  

A visualização dos resultados foi realizada com 2µL de produtos de PCR e 1µL de 

tampão de corrida Orange Juice, aplicados em gel de agarose 1,0%, corado com SYBER Safe 

(Invitrogen). O gel foi visualizado em transiluminador de luz ultravioleta, para verificação da 

qualidade dos fragmentos amplificados. O tamanho do produto gênico amplificado foi 

visualizado com o uso do marcador de peso molecular de 1Kb da Ludwig Biotec. 

Foram amplificadas amostras de três indivíduos A. mexicanus, cinco indivíduos A. 

paranae, A. eigenmanniorum e A. asuncionensis e seis indivíduos A. altiparanae e A. 

fasciatus, de acordo com a disponibilidade de amostras no laboratório. 

 

 3.2.2. Sequenciamento 

 

 As amostras amplificadas com os novos primers foram enviadas para o 

sequenciamento na Macrogen Inc. em Seoul, na Coréia.   

Os produtos de PCR foram purificados através do tratamento com a enzima 

ExoSAP-IT (GE Healthcare™), utilizando-se 10µL de produto de PCR, 2µL da enzima 

ExoSAP-IT e 2µL de H2O. A reação ocorreu em um ciclo de 60 minutos a 37ºC seguido por 

um ciclo de 15 minutos a 80ºC. 

Após a purificação, as amostras foram enviadas à Macrogen Inc., empresa coreana 

que realiza um serviço de sequenciamento terceirizado. Na empresa foram realizadas as 

reações de sequenciamento e purificação da reação. O equipamento utilizado foi o 

MEGABACE 1000 (GE HealthCare™), com uso do kit DYEnamic ET terminator reagent 

premix para MEGABACE (Amersham Biociences). 

 

 3.2.3. Análise das sequências 

 

 As sequências foram editadas com o uso do programa BioEdit (HALL, 1999). Foram 

retiradas as extremidades de baixa qualidade e substituídas as bases “N”, que não haviam sido 

identificadas pelo sequenciador, através da comparação de bases entre o sequenciamento 

forward e reverse e entre as sequências das diferentes espécies. Em seguida, as sequências 

foram alinhadas através da ferramenta ClustalW.  
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A ferramenta BLAST – Basic Local Alignment Search Tool (ALTSCHUL et al., 

1990), do National Center for Biotechnology Information (NCBI), website 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) foi utilizada para comparação das sequências obtidas 

com outras já depositadas no banco de dados. 

Para a análise da composição nucleotídica e distância genética foi utilizado o 

programa MEGA (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) (TAMURA et al., 2007). 

Foram analisadas as sequências de três indivíduos A. mexicanus, cinco indivíduos A. paranae, 

A. eigenmanniorum e A. asuncionensis e seis indivíduos A. altiparanae e A. fasciatus. 

 

 3.2.4. Hibridação in situ Fluorescente – FISH (PINKEL et al., 1986) 

 

 A técnica de FISH foi realizada com marcação das sondas por PCR com biotina ou 

digoxigenina. Segue abaixo o protocolo utilizado: 

 

 Marcação da sonda por PCR 

29µL de H2O 

1µL do produto de PCR 

1µL de primer Rex1As F(10mM - Invitrogen) 

1µL de primer Rex1As R (10mM - Invitrogen) 

0,5µL de Taq Polimerase 

5µL de tampão 

8µL de MgCl2 (25mM) 

1µL  de dATP (2mM) 

1µL de dGTP (2mM) 

1µL de dCTP (2mM) 

0,5µL de dTTP (2mM) 

1µL de digoxigenina ou biotina (1mM - Roche) 

Volume final: 50µL 

 

O programa para a marcação da sonda por PCR seguiu as condições gerais de 

desnaturação inicial a 95ºC durante 5 minutos, 34 ciclos de desnaturação a 95ºC por 40 

segundos, anelamento a 55ºC por 40 segundos, elongação a 72ºC por 2 minutos, e extensão 

final a 72ºC durante 5 minutos, com temperatura de manutenção a 12ºC. 
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 Tratamento das lâminas 

1. As lâminas foram incubadas em solução de Pepsina 0,005% a 37°C por aproximadamente 

10 minutos e lavadas 2x por 2 minutos em 2xSSC. 

2. As lâminas foram incubadas em 100µl de RNAse (0,4% RNAse/2xSSC) a 37º C por 1 

hora em câmara úmida e lavadas 3x por 5 minutos em 2xSSC. Cada lâmina foi então 

desidratada em série alcoólica a 70, 90 e 100% por 5 minutos e secas a temperatura 

ambiente. 

 Desnaturação dos cromossomos 

3. O DNA cromossômico foi desnaturado com formamida 70% em 2xSSC, a 70ºC por 2 

minutos. 

4. Cada lâmina foi desidratada em série alcoólica (gelada a -20ºC) a 70, 90 e 100% por 5 

minutos e secas a temperatura ambiente. 

 Desnaturação da sonda 

5. Foram utilizados 5L da sonda marcada precipitada e 12L do tampão de hibridação 

(Hybuffer) por lâmina. A desnaturação foi realizada em termociclador a 95°C por 10 

minutos. A hibridação se deu a 37ºC overnight em câmara úmida. 

6. As lamínulas foram removidas e as lâminas lavadas em 2xSSC, pH 7,0 a 72°C, em banho 

sem agitação por 5 minutos. 

7. Em seguida, foram transferidas para 1xPBD (20mL 20xSSC, 1mL Triton 100x, 1g de leite 

em pó, água destilada q.s.p. 100mL) em temperatura ambiente, por 15 minutos, para 

proceder a detecção. 

 Detecção de sondas marcadas com digoxigenina 

8. Cada lâmina foi incubada com 30L de anticorpo anti digoxigenina rodamina (4L de 

anti digoxigenina rodamina (Roche) e 26L de tampão de bloqueio (1mL 2xSSC, 10µL 

Triton 100x, 0,05g de leite em pó, centrifugado a 10.000 rpm por 5 minutos) durante 45 

minutos em câmara escura a 37° C. 

9. As lâminas foram lavadas três vezes em 1xPBD a 45ºC, por 5 minutos cada lavagem. 

 Montagem das lâminas 

10. As lâminas foram montadas com 15L de solução de DAPI + antifading (Vectashield) e 

armazenadas em geladeira no escuro. 

 Detecção de sondas marcadas com biotina 
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11. Cada lâmina foi incubada com 1,5µL:400µL (Avidina-FITC:PBD). Foram utilizados 

0,04L de Avidina-FITC e 100µL de PBD, durante 45 minutos em câmara escura a 37° C. 

12. As lâminas foram lavadas três vezes em 1xPBD a 45ºC, por 5 minutos cada lavagem. 

13. Foram aplicados 1µL de Anti-Avidina e 40µL de PBD e incubados por 15 minutos em 

câmara úmida a 37°C. 

14. As lamínulas foram removidas e as lâminas lavadas 3x em 1xPBD  a 45°C por 5 minutos 

cada lavagem. 

15. Novamente foram aplicados 0,04L de Avidina-FITC e 100µL de PBD, durante 15 

minutos em câmara escura a 37° C. 

16. As lamínulas foram removidas e as lâminas lavadas 3x em 1xPBD a 45°C por 5 minutos 

cada lavagem. 

  Montagem das lâminas 

17. As lâminas foram montadas com 15L de solução DAPI + antifading e armazenadas em 

geladeira no escuro. 
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4. RESULTADOS 

 

 

4.1. Amplificação de DNA via PCR 

 

 A partir da amplificação com os primers Rex1As desenhados, obteve-se bandas 

específicas e com aproximadamente 600 pb, para todos os indivíduos analisados (Figura 1). 

 

 

Figura 1 - Gel de agarose com os produtos amplificados de Rex1 em diferentes espécies de 

Astyanax. L) Ladder 1Kb; (1) A. altiparanae; (2) A. fasciatus; (3) A. paranae; (4) A. 

asuncionensis; (5) A. mexicanus; (6) A. eigenmanniorum. Detalhe a esquerda do gel, ladder 

da Ludwig Biotec 1 Kb, 0,1 µg/µl. 

  

 

 

4.2. Sequenciamento 

 

 Foram sequenciadas com sucesso as amostras de todos os indivíduos. Obtiveram-se 

sequências parciais de aproximadamente 353 pb cada uma, com 3 posições variáveis e 350 

posições conservadas. A composição média de nucleotídeos e a variação nas sequências dos 

diferentes indivíduos analisados podem ser encontradas nas Tabelas 1 e 2, respectivamente.  
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Tabela 1 - Tabela com a composição nucleotídica das sequências de Rex1 nas espécies de 

Astyanax. O destaque vermelho mostra as variações em comparação com a maioria das 

sequências. 

 

 T(U) C A G Total 

A.mexicanus1108 21,8 24,9 26,6 26,6 353,0 

A.mexicanus1105 21,8 24,9 26,6 26,6 353,0 

A.mexicanus1106 21,8 24,9 26,6 26,6 353,0 

A.altiparanae923 21,5 25,2 26,3 26,9 353,0 

A.altiparanae1157 21,5 25,2 26,3 26,9 353,0 

A.altiparanae1639 21,5 25,2 26,3 26,9 353,0 

A.altiparanae833 21,5 25,2 26,3 26,9 353,0 

A.altiparanae834 21,5 25,2 26,3 26,9 353,0 

A.altiparanae836 21,5 25,2 26,3 26,9 353,0 

A.fasciatus932 21,5 25,2 26,3 26,9 353,0 

A.fasciatus1159 21,5 25,2 26,3 26,9 353,0 

A.fasciatus912 21,5 25,2 26,3 26,9 353,0 

A.fasciatus913 21,5 25,2 26,3 26,9 353,0 

A.fasciatus933 21,5 25,2 26,3 26,9 353,0 

A.fasciatus1156 21,5 25,2 26,3 26,9 353,0 

A.paranae1080 21,5 25,2 26,3 26,9 353,0 

A.paranae1079 21,5 25,2 26,3 26,9 353,0 

A.paranae995 21,5 25,2 26,3 26,9 353,0 

A.paranae993 21,5 25,2 26,3 26,9 353,0 

A.paranae994 21,5 25,2 26,3 26,9 353,0 

A.asuncionensis36 21,5 25,2 26,3 26,9 353,0 

A.asuncionensis1013 21,5 25,2 26,3 26,9 353,0 

A.asuncionensis983 21,5 25,2 26,1 27,2 353,0 

A.asuncionensis984 21,5 25,2 26,1 27,2 353,0 

A.asuncionensis985 21,5 25,2 26,1 27,2 353,0 

A.eigenmanniorum958 21,5 25,2 26,3 26,9 353,0 

A.eigenmanniorum959 21,5 25,2 26,3 26,9 353,0 

A.eigenmanniorum960 21,5 25,2 26,3 26,9 353,0 

A.eigenmanniorum961 21,5 25,2 26,3 26,9 353,0 

A.eigenmanniorum1107 21,5 25,2 26,3 26,9 353,0 

Média 21,6 25,2 26,3 26,9 353,0 
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Tabela 2 - Tabela obtida pelo programa MEGA mostrando os nucleotídeos variáveis (em 

amarelo) para as espécies A. mexicanus e A. asuncionensis (em vermelho), respectivamente. 

 

 

 A porcentagem de distância genética (x100) entre as sequências diferentes de A. 

mexicanus, A. asuncionensis e Astyanax (engloba todas as espécies restantes) está 

demonstrada na tabela 3. 

 

 Tabela 3 - Tabela com a porcentagem de distância genética (x100) para os indivíduos 

com sequências variáveis. 

 

 1 2 3 

A. mexicanus - 0,004 0,005 

Astyanax 0,006 - 0,003 

A. asuncionensis 0,009 0,003 - 

 

4.3. Hibridação in situ Fluorescente – FISH 

 

 A maioria dos resultados obtidos foi melhor quando as sondas foram marcadas com 

digoxigenina, sendo que apenas a sonda para indivíduos de A. altiparanae foi marcada com 

biotina (Figura 2). A análise da hibridação in situ mostrou que o retrotransposon Rex1 está 

amplamente disperso nos cromossomos de todas as espécies analisadas (Figuras 3 e 4). Não 

foi possível obter resultados viáveis para as espécies A. mexicanus e A. paranae, devido ao 

fim das amostras presentes no laboratório. 
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Figura 2 - Gel de agarose evidenciando produto de A. altiparanae amplificado (1) e sonda de 

A. altiparanae marcada com biotina (2). Notar que a sonda fica um pouco acima do produto 

de PCR. Ladder Ludwig Biotec (L). 

 

 

 

 

Figura 3 - Localização de Rex1 em cromossomos de A. altiparanae (A-C), sonda marcada 

com biotina, filtro para DAPI (A), filtro para biotina (B), imagens sobrepostas (C); e A. 

asuncionensis (D-F), sonda marcada com digoxigenina, filtro para DAPI (D), filtro para 

digoxigenina (E), imagens sobrepostas (F). Escala corresponde a 10,0 µm. 
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Figura 4 - Localização de Rex1 em cromossomos de A. eigenmanniorum (A-C), sonda  

marcada com digoxigenina; filtro para DAPI (A), filtro para digoxigenina (B), imagens 

sobrepostas (C); e A. fasciatus (D-F), sonda marcada com digoxigenina, filtro para DAPI (D), 

filtro para biotina (E), imagens sobrepostas (F). Escala corresponde a 10,0 µm. 
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5. DISCUSSÃO 

 

 

5.1. Amplificação do elemento Rex1 

 

 O tamanho dos fragmentos obtidos no presente trabalho foi de 600 pb e ficou próximo 

aos tamanhos de Rex1 obtidos em outros trabalhos, como 530 pb em Ozouf-Costaz e 

colaboradores (2004); 650 pb em Mazzuchelli (2008); 560 pb em Valente e colaboradores 

(2011); 550 pb em Ferreira, Oliveira e Foresti (2011a); e semelhante ao encontrado por 

Teixeira e colaboradores (2009), com 600 pb. 

 

5.2. Análise das sequências de Rex1 

 

 A comparação das sequências parciais obtidas, com sequências depositadas no 

GenBank apresentaram homologia de 65 a 73% com o fragmento de Rex1 de diferentes 

espécies de peixes.  

 As diferenças interespecíficas dentro da mesma linhagem podem ocorrer, com 

variações nas cópias e números de elementos de transposição, as quais podem ocorrer tanto 

devido à atividade do elemento transponível, como devido à sua frequência de eliminação 

(BÖHNE et al., 2008). Essas diferenças podem ser decorrentes de sucesso diferencial nas 

transposições ou taxas de eliminação de um elemento ancestral em diferentes linhagens; 

transferência horizontal de um elemento transponível em linhagens específicas; ou criação de 

novos tipos de elementos transponíveis linhagem-específicos (BÖHNE et al., 2008). 

 A análise das sequências mostrou que são conservadas entre as diferentes espécies de 

Astyanax estudadas. A filogenia dos Rex1 mostra que as sequências deste elemento são mais 

relacionadas entre sequências da mesma espécie de peixes do que com espécies diferentes 

(VOLFF; KÖRTING; SCHARTL, 2000), indicando a presença de ondas independentes de 

retrotransposição que ocorrem entre cópias diferentes durante a evolução dos genomas 

(DEININGER et al., 1992). As variações encontradas foram entre as sequências de A. 

mexicanus e o restante de Astyanax, o que pode ser explicado pela maior distância geográfica 

que se encontra esta espécie, demonstrando que a variação na composição nucleotídica pode 

estar relacionada com a distribuição geográfica dessas espécies. 
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 Outra variação encontrada foi dentro da espécie A. asuncionensis. Foram analisadas 

cinco sequências de A. asuncionensis, sendo que duas pertenciam a um lote de amostras mais 

recentes e três a um lote mais antigo. As amostras mais antigas apresentaram variação em um 

par de bases em relação às amostras mais novas. Este fato pode ser explicado por mutações 

que esta população possa ter sofrido, pois esta variação não foi encontrada em mais nenhuma 

das sequências analisadas para as outras espécies, ou por erros no sequenciamento. 

 Embora tenham sido encontradas pequenas variações, a alta similaridade entre as 

sequências pode indicar a ampla distribuição do elemento Rex1 no genoma de espécies de 

Astyanax. 

 

5.3. Hibridação de Rex1 em espécies de Astyanax 

 

 Diversos elementos transponíveis já foram estudados dentro do grupo dos peixes, 

sendo que 15 deles já foram mapeados fisicamente no genoma de 28 espécies de diferentes 

ordens. Destas 28 espécies, 11 apresentam os elementos Rex associados à heterocromatina, 

incluindo cromossomos supranumerários, e 17 estão dispersos pelos cromossomos 

(FERREIRA et al., 2011c). 

 Através da hibridação in situ fluorescente foi possível notar que a distribuição do Rex1 

em Astyanax mostrou-se bastante dispersa por todos os cromossomos das espécies analisadas. 

Esse padrão de distribuição é bastante comum em outras espécies, como as famílias Alu e L1 

em humanos (LICHTER et al., 1990 apud FERREIRA; OLIVEIRA; FORESTI, 2011a), os 

transposons mariner de abelhas (EBERT, HILEMAN; NGUYEN, 1995 apud FERREIRA; 

OLIVEIRA; FORESTI, 2011a) e os Ty1-copia em plantas (BRANDES et al., 1997 apud 

FERREIRA; OLIVEIRA; FORESTI, 2011a). A distribuição de Rex1 foi semelhante à 

encontrada por Ferreira, Oliveira e Foresti (2011a) em três espécies da subfamília 

Hypoptopomatinae, na qual estes retrotransposons foram encontrados tanto em regiões 

heterocromáticas como eucromáticas. Os autores explicam que essa diferença de distribuição, 

em relação a outros resultados já encontrados, pode ocorrer por padrões diferentes de 

distribuição entre ordens de peixes distintas, ou por diferentes condições de hibridação 

utilizadas nos experimentos dos diferentes estudos, como nos casos de alta estringência, por 

exemplo, onde os sinais podem ser mascarados (FERREIRA; OLIVEIRA; FORESTI, 2011a). 

 Utsunomia e colaboradores (2011) mapearam os elementos Rex1 e Rex3 no genoma do 

muçum Synbranchus marmoratus e obtiveram, de forma geral, uma distribuição semelhante à 
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do presente trabalho, com homogeneidade de marcações em regiões heterocromáticas e 

eucromáticas. A exceção foi um dos cariomorfos que apresentou maior acúmulo de Rex3 na 

região centromérica de um único par cromossômico (UTSUNOMIA et al., 2011). 

 Ozouf-Costaz e colaboradores (2004) também analisaram a distribuição de Rex1 e 

Rex3 no genoma de várias espécies de Notothenioides e, para a maioria das espécies, 

encontraram uma distribuição homogênea do elemento Rex3, dispersos nos cromossomos, 

com alguns acúmulos em determinadas regiões, mas não marcados claramente. Para o Rex1 a 

distribuição foi menos regular entre as espécies, sem um padrão claro, porém podendo 

sobrepor alguns sinais de Rex3 (OZOUF-COSTAZ et al., 2004). Para espécies testadas da 

família Channichthyidae o padrão de Rex1 manteve-se similar, porém os Rex3 apresentaram 

regiões mais específicas, como as pericentroméricas. Somente Notothenia coriiceps 

apresentou distribuição associada apenas à heterocromatina (OZOUF-COSTAZ et al., 2004). 

 Mendonça e colaboradores (2011) analisaram a distribuição de Rex1 no caraciforme 

Prochilodus lineatus e também obtiveram uma organização dispersa, com algumas regiões de 

heterocromatina mais marcadas e homologia total com os cromossomos supranumerários. 

 Em diversos trabalhos, no entanto, os elementos de transposição encontram-se 

associados mais a regiões heterocromáticas.  

 Bouneau e colaboradores (2003) analisaram a distribuição do retrotransposon Zebulon 

em Tetraodon nigroviridis e o encontraram colocalizado frequentemente com Rex3 em 

regiões heterocromáticas, sugerindo a presença de reservatórios heterocromáticos de 

elementos transponíveis. A mesma distribuição, para diversos elementos de transposição, foi 

encontrada em Tetraodon nigroviridis por Dasilva e colaboradores (2002). 

Teixeira e colaboradores (2009) analisaram a distribuição de vários elementos 

repetitivos, entre eles os Rex1, Rex3 e Rex6 no ciclídeo Cichla kelberi, os quais foram 

encontrados predominantemente nas regiões heterocromáticas dos centrômeros, com sinais 

mais fracos dispersos pela maioria dos cromossomos. Rex1 e Rex3 ocupam regiões 

consideráveis de eucromatina e possuem distribuição semelhante, o que pode indicar que 

estão evoluindo em conjunto. Já o Rex6 possui marcações centroméricas e dispersas pelos 

cromossomos, porém com um padrão de distribuição diferente, podendo indicar que sua 

localização é governada por mecanismos evolutivos diferentes e que podem evoluir de forma 

independente de outras sequências repetitivas (TEIXEIRA et al., 2009).  

Valente e colaboradores (2011) analisaram a distribuição dos Rex1, Rex3 e Rex6 em 

várias espécies de ciclídeos da África e América do Sul e obtiveram o mesmo padrão descrito 

acima, com compartimentalização pericentromérica, coincidente com as regiões 
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heterocromáticas, e sinais dispersos pelos cromossomos, exceto para Haplochromis 

obliquidens, no qual havia também sinais dispersos. Foi encontrado grande acúmulo de Rex3 

no maior par cromossômico de Oreochromis niloticus, sugerindo que possam estar envolvidos 

em fusões cromossômicas e diferenciação sexual (VALENTE et al., 2011). 

 Em outro trabalho de Ferreira, Oliveira e Foresti (2011b) foi mapeada a distribuição de 

fragmentos obtidos com a enzima BamHI, denominados HLBam, no siluriforme Hisonotus 

leucofrenatus e obtida a mesma distribuição que Rex1 e Rex3 neste peixe, este dado leva a 

crer que HLBam é um elemento de transposição do tipo disperso, e reforça a hipótese 

proposta por Ferreira e colaboradores (2011c) de que todos os elementos transponíveis se 

comportam da mesma maneira dentro de uma família ou subfamília (FERREIRA; 

OLIVEIRA; FORESTI, 2011b).  

 Mazzuchelli (2008) evidenciou marcações preferenciais de Rex1 e Rex3 em regiões 

pericentroméricas e heterocromáticas, além de sinais mais fracos em regiões intersticiais no 

ciclídeo Astronotus ocellatus. Em ambos trabalhos, de Mazzuchelli (2008) e Ozouf-Costaz e 

colaboradores (2004) o elemento Rex6 não pode ser identificado durante a hibridação, por 

estar ausente ou muito disperso (OZOUF-COSTAZ et al., 2004; MAZZUCHELLI, 2008). 

 O mapeamento físico dos elementos Rex em peixes mostrou que a maioria segue um 

padrão de distribuição similar (VALENTE et al., 2011). Dessa forma, pode-se sugerir que 

esses elementos podem se acumular em regiões genômicas específicas dentro de cada grupo 

de peixes, sendo que essa tendência é maior para peixes do mesmo grupo e menor para grupos 

diferentes (VALENTE et al., 2011). Mesmo dentro de uma subordem a situação pode mudar 

dependendo das espécies (OZOUF-COSTAZ et al., 2004). 

 Para as espécies analisadas neste trabalho, o padrão de distribuição de Rex1 nos 

cromossomos mostrou-se bastante homogêneo, o que nos leva a crer que esse elemento pode 

estar presente há muito tempo nos genomas destes peixes e que possui um papel importante 

na evolução do grupo.  

 O gênero Astyanax é bastante interessante devido à grande variedade cariotípica 

encontrada, até mesmo entre indivíduos da mesma espécie. A dinâmica dos retrotransposons, 

envolvidos em rearranjos cromossômicos, pode ser responsável por grande parte dessas 

variações, e os estudos destes elementos podem contribuir para o melhor entendimento da 

variabilidade, estrutura populacional e evolução destes caracídeos. 
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6. CONCLUSÃO 

 

 

 De acordo com o exposto, podemos concluir que, diferentemente do observado nos 

dados cariotípicos, as sequências do retrotransposon Rex1 mostraram-se relativamente 

conservadas entre as diferentes espécies. Já a distribuição cromossômica coincide com dados 

obtidos por outros pesquisadores (OZOUF-COSTAZ et al., 2004; UTSUNOMIA et al., 2011; 

MENDONÇA et al., 2011; FERREIRA; OLIVEIRA; FORESTI, 2011a), no qual o elemento 

transponível Rex1 encontra-se disperso pelos cromossomos. As espécies de Astyanax 

analisadas obtiveram o mesmo padrão de distribuição de Rex1 e contribui o que pode levar a 

ideia de que esses elementos podem estar distribuídos de forma dispersa dentro do grupo dos 

peixes. Além disso, a ampla distribuição de Rex1 observada nas espécies do gênero pode 

indicar que esse elemento pode ter sido incorporado há muito tempo nos genomas destes 

peixes e que vem desempenhando um papel importante na evolução do grupo.  

 O gênero Astyanax apresenta uma extensa variabilidade em suas fórmulas cariotípicas, 

as quais acompanham sua diversidade biológica, sendo desta forma, um grupo de organismos 

bastante interessante para estudos de biologia evolutiva (DOMINGUES, 2005). Devido à 

grande complexidade taxonômica do gênero, ainda há pouca informação sobre sua 

diversidade genética, relações evolutivas e estrutura populacional. Deste modo estudos 

moleculares podem ter grande importância, uma vez que as espécies do gênero possuem 

pouca variação morfológica para sua correta identificação (MARRETA, 2011). Mais 

informações sobre os elementos transponíveis podem fornecer dados importantes, tanto para a 

taxonomia do grupo, quanto para o melhor entendimento da dinâmica dos elementos 

transponíveis no gênero, e em outros grupos de peixes. 
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