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RESUMO 

Grande parte do genoma dos eucariotos é composta de múltiplas cópias de DNA, conhecidas 

como DNAs repetitivos, cuja função em relação à manutenção, estrutura e funcionamento do genoma 

ainda precisa ser melhor investigada. Os DNAs repetitivos classificados como elementos transponíveis 

vêm sendo considerados como um dos principais representantes do genoma de vertebrados e, de 

maneira particular, os peixes têm chamado atenção em relação à grande diversidade de classes destes 

elementos encontradas em seus genomas. Visando ampliar os dados acerca de elementos transponíveis 

em peixes, o presente trabalho teve como objetivos o isolamento e a caracterização de retrotransposons 

da família Rex em duas espécies de Characidae - Brycon amazonicus e B. orbignyanus - e realizar 

inferências acerca de sua organização e dinâmica evolutiva. Desta forma, amostras de DNA foram 

utilizadas em PCR (Polymerase Chain Reaction) para amplificar segmentos dos retroelementos Rex1, 

Rex3 e Rex6 e os fragmentos obtidos foram clonados e sequenciados. Adicionalmente, estes segmentos 

de DNA foram utilizados como sondas em experimentos de hibridação in situ visando identificar a 

localização cromossômica destes retrotransposons. A identificação de elementos Rex em B. cephalus e 

B. orbignyanus demonstrou a presença destes retrotransposons não-LTR (Long Terminal Repetition) 

em um maior número de espécies de Characiformes e, especificamente, no grupo Characidae. Os 

segmentos analisados de Rex1 e Rex3 correspondem aos domínios codificantes 3-7 e 1, 2, 2A, A e B 

do gene da transcriptase reversa (RT), respectivamente. O fragmento de DNA relativo ao 

retroelemento Rex6 isolado codifica a porção C-terminal de uma endonuclease. Comparações entre 

sequências nucleotídicas de diferentes espécies de peixes levaram à observação de que tais regiões 

apresentam um alto grau de conservação entre grupos diversos. Embora os dados obtidos para B. 

amazonicus tenham apontado para uma maior similaridade entre Rex1 e Rex3 de Characidae e 

Loricariidae, o que pode ser reflexo do maior grau de relação entre estas duas famílias, ambas incluídas em 

Ostariophysi, as demais comparações entre B. amazonicus, B. orbignyanus e outras espécies de peixes 

não refletiram correlações filogenéticas. De forma similar ao padrão descrito para outra espécie de 

Characiformes (Erythrinus erythrinus), B. amazonicus e B. orbignyanus mostraram repetições Rex1 e 

Rex3 organizadas em diversos clusters em diferentes cromossomos, tendo preferencialmente um 

padrão de distribuição dispersa destes elementos. Comparações entre diferentes peixes indicaram que 

espécies de um mesmo táxon apresentam padrões similares de distribuição destes elementos repetitivos 

nos cromossomos. Os dados apontam para a proposição de que a aquisição de elementos repetitivos da 

família Rex em peixes provavelmente está associada à transferência horizontal e sua distribuição nos 

cromossomos segue um padrão similar entre espécies de grupos mais correlacionados 

filogeneticamente, o que sugere um mecanismo não aleatório de integração, manutenção e evolução 

destes elementos no genoma destes vertebrados. 



 
 

ABSTRACT 

A huge part of the eukaryote genome is constituted by multiple DNA copies, known as 

repetitive DNAs, which role regarding to the maintenance, structure, and function of the genome needs 

to be better understandable. The repetitive DNAs that are classified as transposable elements have been 

considered one of the main parts of the vertebrate genome and, particularly, fishes have gain attention 

due to the presence of many different classes of these elements in their genomes. In order to improve 

data on fish transposable elements, the present work intent to isolate and characterize retrotransposons 

of the Rex family in two Characidae species - Brycon amazonicus and B. orbignyanus - and infer on 

the organization and evolutionary dynamics of these elements. Therefore, DNA samples were used on 

PCR (Polymerase Chain Reaction) in order to amplify segments of the Rex1, Rex3, and Rex6 elements, 

and the obtained fragments were cloned and sequenced. Additionally, these DNA segments were used 

as probes throughout in situ hybridization procedures to identify the chromosome localization of these 

retrotransposons. The identification of Rex elements in B. cephalus e B. orbignyanus evidenced the 

presence of these non-LTR (Long Terminal Repetition) retrotransposons in a large number of 

Characiformes species and, specifically, in Characidae. The analyzed fragments of Rex1 and Rex3 

correspond to the coding domains 3-7 and 1, 2, 2A, A and B of the reverse transcriptase (RT) gene, 

respectively. The DNA segment correlated to the Rex6 element codifies a C-terminal portion of an 

endonuclease. Nucleotide sequence comparisons among different fish species showed that these 

regions are highly conserved in diverse groups. Although the obtained data for B. amazonicus seemed 

to point to a higher similarity between Rex1 and Rex3 of Characidae and Loricariidae, a fact that could 

reflect the higher relationship between these two families, both included in Ostariophysi, the additional 

comparative data on B. amazonicus, B. orbignyanus and other fish species did not reflect any 

phylogeny correlations. Similar to the pattern described for other species of Characiformes (Erythrinus 

erythrinus), B. amazonicus e B. orbignyanus presented Rex1 and Rex3 repetitions that are organized in 

several clusters on different chromosomes, with a general disperse distribution pattern of these 

elements. Comparisons among different fish indicated that species that belong to the same taxon 

present similar distribution patterns for these repetitive elements in their chromosomes. The present 

data point to the hypothesis that the insertion of Rex elements in fish is probably associated to 

horizontal transfer and that their chromosome distribution follows a pattern that is similar among 

phylogenetic related groups, which suggest a non randomly mechanism of incorporation, maintenance, 

and evolution of these elements in the genome of these vertebrates. 
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1  INTRODUÇÃO  

 

1.1 Aspectos gerais do grupo de peixes 

Dentre os vertebrados, os peixes correspondem ao grupo mais antigo, numeroso e 

diverso, possuindo mais de 32.000 espécies válidas (Eschemeyer e Fong, 2010). A subclasse 

Actinopterygii representa o maior grupo de peixes, caracterizados, principalmente, pela 

presença do aparelho de Weber, um complexo de ossos articulados e ligamentos que se 

estendem da bexiga natatória ao ouvido interno (Pough, 2003). Os Actinopterygii incluem as 

infraclasses Chondrostei, geralmente considerados peixes primitivos, e Neopterygii, divididos 

em Holostei e Teleostei. Compõem 42 ordens, 431 famílias e aproximadamente 30.000 

espécies (Nelson, 2009). A predominância dos peixes deste grupo indica que tanto os 

actinopterígeos fósseis quanto os atualmente existentes podem ter taxas de especiação, 

principalmente alopátrica, mais altas do que aquelas estimadas para outros vertebrados 

(Pough, 2003). 

Entre os Actinopterygii, os peixes teleósteos compreendem o grupo mais 

diversificado, com aproximadamente 26.840 espécies reconhecidas - distribuídas nas 

superordens Acanthopterygii, Clupeomorpha, Cyclosquamata, Elopomorpha, 

Lampridiomorpha, Ostariophysi, Osteoglossomorpha, Paracanthopterygii, Polymyxiomorpha, 

Protacanthopterygii, Scopelomorpha e Stenopterygii - e encontradas em rios, lagos e oceanos 

de todo o mundo (Nelson, 2006). 

A superordem Ostariophysi, composta por cinco ordens - Characiformes, 

Cypriniformes, Gonorhynchiformes, Gymnotiformes e Siluriformes - representa cerca de 28% 

das espécies de peixes teleósteos e 71% das espécies de peixes de água doce (Briggs, 2005). 

Sua grande diversidade ecológica e morfológica faz deste grupo foco de diversos estudos 

anatômicos e evolutivos (Reis et al., 2003). 

A ordem Characiformes possui uma história evolutiva que antecede a separação total 

dos continentes americano e africano, que ocorreu aproximadamente no Cretáceo Médio entre 

106 e 84 milhões de anos atrás (Lundberg, 1993), e forma um dos maiores grupos de peixes 

de água doce da região Neotropical e da África, com cerca de 1.674 espécies válidas, 

distribuídas em 270 gêneros (Nelson, 2006). Os peixes Characiformes podem ser 

diferenciados dos demais grupos, externamente, por possuir o corpo totalmente coberto por 

escamas finas (exceto na cabeça), pela presença de nadadeiras pélvicas ou ventrais geralmente 

situadas atrás da inserção das nadadeiras peitorais, pela ocorrência de raios das nadadeiras 
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moles não transformados em espinhos pungentes e, geralmente, pela presença de uma 

nadadeira adiposa (Britski et al., 1999). Por outro lado, os Characiformes apresentam grande 

variação na forma corporal, estrutura da mandíbula e anatomia interna (Vari, 1998), possuem 

dieta diversificada e podem ser encontrados em diferentes ecossistemas (Buckup, 1998). 

Diversas espécies de grande importância ecológica e econômica encontram-se dentre 

os Characiformes. No Brasil, distintas espécies deste grupo são utilizadas na pesca comercial 

e esportiva e na aquicultura, como os curimbatás (Prochilodontidae), piaparas e piaus 

(Anostomidae), traíras (Erythrinidae), pacus, tambaquis, dourados e matrinchãs (Characidae), 

entre outros. Adicionalmente, um grande número de espécies, principalmente da família 

Characidae, possui valor comercial como peixes ornamentais (Chao et al., 2001). 

Apesar do crescente avanço nos estudos acerca da diversidade dos peixes 

Characiformes, incluindo análises taxonômicas e filogenéticas, o número de estudos é ainda 

restrito e dados mais abrangentes são necessários para uma melhor compreensão da 

diferenciação e evolução deste grupo de vertebrados. 

 

1.2  A subfamília Bryconinae 

A família Characidae representa a maior e mais complexa das famílias da ordem 

Characiformes, englobando a maior parte dos peixes de água doce do Brasil (Britski, 1972; 

Britski et al., 1988; Nelson, 1994; Eschmeyer e Fong, 2010) e compreendendo formas 

herbívoras, onívoras, iliófagas, carnívoras, algumas das quais extremamente especializadas 

(Britski, 1999). Embora o número de caracídeos ainda não seja exatamente determinado, 

pode-se considerar a ocorrência de cerca de 30 subfamílias e 250 gêneros neste grupo, 

somente na América do Sul (Mirande, 2010). 

Dentre as subfamílias de Characidae, Bryconinae destaca-se como um grupo de ampla 

distribuição geográfica, sendo encontrado na América do Sul e América Central (Géry e 

Mahnert, 1992). Britski et al. (1988), do ponto de vista taxonômico, consideram que a 

subfamília seja constituída por um único gênero - Brycon Müller & Troschel 1844. 

Entretanto, esta disposição não é unânime, já que o próprio gênero é mal definido e 

reconhecido por uma combinação de caracteres pouco consistentes, alguns destes também 

compartilhados por outros Characidae neotropicais, como Triportheus, Chalceus e Salminus 

(Weitzman, 1960).  

O gênero Brycon é usualmente caracterizado por uma combinação de caracteres 

morfológicos - principalmente pela presença de dois dentes na sínfise do dentário, três ou 
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quatro fileiras de dentes no pré-maxilar, coracóide não alargado e pela ausência de 

supramaxilar (Zanata, 2000). Tais caracteres, entretanto, não são restritos a Brycon e são 

considerados plesiomórficos por alguns autores que têm questionado o monofilestismo do 

gênero. Considerando a proposição de que a subfamília Bryconinae seja composta não 

somente pelo gênero Brycon, Weitzman (1960) agrupa Brycon, Triportheus e Chalceus em 

uma única tribo, Bryconini, devido a algumas similaridades que apresentam em relação à 

forma e à distribuição dos dentes. Géry (1977), apesar de concordar com Weitzman (1960), 

subdivide a subfamília Bryconinae em três tribos: Bryconini, Salminini e Triportheini. Por 

outro lado, Uj (1990) eleva a subfamília Bryconinae ao nível de família, ou seja, Bryconidae, 

e mantém incluída nesta o gênero Triportheus. Portugal (1990), último revisor de Triportheus, 

relaciona este gênero a um grande grupo de caracídeos sul-americanos no qual estariam 

incluídos também Brycon e Salminus.  

Por outro lado, estudos mais recentes, baseados tanto em dados morfológicos como em 

moleculares, levam à proposição de que o gênero Brycon seja monofilético. Dados baseados 

em 144 caracteres morfológicos de 28 espécies de Brycon e 30 espécies de outros 

Characiformes incluíram no gênero Brycon o atual gênero Chilobrycon e apontaram para um 

monofiletismo do grupo, sendo B. pesu considerada a espécie mais primitiva (Zanata, 2000). 

Neste mesmo trabalho, foi refutada a hipótese de relacionamento entre Salminus e Brycon, 

sendo este último mais próximo de Triportheus. Castro et al. (2004) também demonstraram, 

por meio de comparações morfológicas entre Henochilus e os demais componentes da ordem 

Characiformes, que este gênero forma uma unidade monofilética com o gênero Brycon. 

Entretanto, este estudo propõe que Henochilus e Brycon sejam grupos irmãos de Salminus. Da 

mesma forma, a análise de sequências parciais do gene mitocondrial 16S, realizada em 13 

espécies de Brycon e em Henochilus wheatlandii, também apontou para o monofiletismo do 

grupo (Hilsdorf et al., 2008).  

Apesar das divergências pertinentes ao monofiletismo de Brycon e às relações entre 

espécies deste gênero com outras espécies de Characiformes, atualmente considera-se que a 

subfamília Bryconinae inclui 42 espécies válidas sendo 40 pertencentes ao gênero Brycon, 

uma ao gênero Henochilus e uma ao gênero Chilobrycon (Lima, 2003). 

 

1.3  Considerações gerais sobre o gênero Brycon 

As espécies do gênero Brycon compreendem um grupo de peixes neotropicais de água 

doce, amplamente distribuídas na América Central e Sul (Lima, 2003) e popularmente 
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conhecidas como matrinchãs, piracanjubas, pirapitingas e piabanhas. No Brasil, espécies de 

Brycon são encontradas na maioria das bacias hidrográficas, tais como bacias Amazônica, 

Paraná, Paraguai e Araguaia-Tocantins (Lima, 2001). Apresentam médio a grande porte, com 

exemplares adultos variando entre 15 a 100 cm de comprimento padrão, podendo atingir até 8 

Kg (Goulding 1980; Britski et al., 1988). Habitam rios e ambientes aquáticos associados, 

como lagos marginais e planícies de inundação, principalmente em regiões florestadas (Lima, 

2001). São espécies reofílicas e alimentam-se preferencialmente de insetos e vegetais, 

sobretudo frutos e sementes (Britski et al, 1988), além de larvas de outros peixes e pequenos 

vertebrados (Faria, 1994; Belmont, 1994; Lima e Castro, 2000). 

Brycon constitui um grupo de peixes migradores (Howes, 1982) de grande importância 

econômica para a pesca e para a piscicultura no Brasil (Mendonça e Melo, 1994), devido às 

suas qualidades quanto ao rápido crescimento e ganho de peso, fácil aceitação de ração 

artificial, excelente qualidade de carne e boa aceitação entre os consumidores (Saint-Paul e 

Werder, 1977; Graef et al., 1986). Estes animais também possuem importância como 

biocontroladores e como biodispersores. A espécie B. guatemalensis foi identificada como um 

agente biológico no controle de Aedes aegypti, mosquito transmissor da dengue (Martinez-

Ibarra et al., 2002), e também considerada como um dispersor de sementes de Ficus insipida 

(Horn 1997; Banack et al., 2002). Material vegetal é uma parte importante da dieta de 

espécies adultas do gênero Brycon e, assim, estes peixes desempenham um papel na dispersão 

de plantas de cujos frutos tenham se alimentado (Berra, 2001). 

Apesar da importância comercial e ecológica, atividades humanas têm ameaçado 

algumas destas espécies ou mesmo levado algumas populações à extinção (Braga, 1982; 

Mendonça e Melo, 1994; Ceccarelli e Senhorini, 1996), devido ao assoreamento de rios, à 

crescente poluição e à implantação de usinas hidrelétricas (Faria, 1994). A construção de 

barragens, entre outras alterações, torna o ambiente mais lêntico, sem corredeiras, além de 

alagar as matas ciliares pré-existente, uma das principais fontes de alimento destes animais 

(Faria, 1994; Tundisi 2003). Devido ao fato das espécies do gênero Brycon serem muito 

apreciadas na pesca esportiva, a captura intensiva também é uma causa importante de seu 

declínio (Lopera-Barrero, 2007). 

A grande preocupação com relação ao desaparecimento das espécies do gênero Brycon 

na natureza pode ser comprovada pela inclusão de B. devillei, B. insignis, B. nattereri, B. 

opalinus, B. orbignyanus e B. vermelha na Lista Oficial de Fauna Ameaçada de Extinção 

publicada pelo IBAMA (Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais 

Renováveis). Outras espécies do gênero, como B. lundii, B. bahiensis e B. erythrura 
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encontram-se em listas regionais/estaduais de espécies de peixes ameaçadas no Brasil (Rosa e 

Menezes, 1996; Lins et al., 1997, Fontana et al., 2002; Machado et al., 2008). Além disso, a 

espécie B. orthotaenia encontra-se classificada como “vulnerável” e outras duas espécies do 

gênero - B. amazonicus e B. polylepis - foram designadas como “least concern” junto ao 

IUCN (International Union for Conservation of Nature) (levantamento realizado em fevereiro 

de 2012). 

Dentre os peixes do gênero Brycon, a piracanjuba (Brycon orbignyanus) e o matrinchã 

(Brycon amazonicus) representam as espécies mais estudadas, especialmente devido a seu alto 

valor comercial (Tortolero et al., 2010). Entretanto, grande parte dos dados acerca destas duas 

espécies refere-se a estudos de estocagem (Sallum, 1988; Gomes et al., 2000), reprodução 

induzida (Eckmann, 1984; Romagosa et al., 1994; Narahara et al., 2002), alimentação e 

nutrição (Borghetti et al., 1991; Pezzato et al., 1994; Moreira et al., 2001; Borba et al., 2003). 

O aumento dos estudos acerca destas espécies, incluindo dados genéticos, poderá melhor 

subsidiar programas de conservação, criação e reprodução em cativeiro e também contribuir a 

análises evolutivas.  

 

1.4  Brycon amazonicus 

Em recente revisão, Lima (2003) verificou que a espécie B. cephalus encontrada na 

Amazônia brasileira e criada em várias regiões do Brasil é, na verdade, a espécie B. 

amazonicus Spix & Agassiz 1829, comumente conhecida como matrinchã. Desta forma, a 

distribuição de B. cephalus seria restrita ao alto rio Amazonas no Peru e na Bolívia (Lima, 

2003). Segundo Borges (1986) e Zaniboni et al. (1988), B. amazonicus se caracteriza por ter 

corpo alongado, comprimento do corpo variável de 2,8 a 3,1 vezes o comprimento padrão e 

tamanho da cabeça variável de 3,5 a 4,1 vezes o comprimento padrão desta região. Atinge 

cerca de 50 cm de comprimento e aproximadamente 4 a 5 kg na fase adulta (Melo, 2007). 

O matrinchã é uma espécie de grande importância econômica em várias regiões do 

país, sendo muito apreciada como alimento e peixe esportivo (Wender e Saint Paul, 1978; 

Graef et al., 1987; Scorvo-Filho et al., 1998; Batista e Petrere, 2003; Batista et al., 2007). 

Dado seu hábito alimentar onívoro, alimentando-se na natureza de frutos, sementes, flores, 

restos vegetais, plantas herbáceas, insetos e restos de peixes (Izel et al., 2004; Zaniboni-Filho 

et al., 2006) e boa aceitabilidade a rações extrusadas e peletizadas, bem como subprodutos 

agroindustriais (Pizango-Paima, 1997), B. amazonicus apresenta facilidade de cultivo em 

ambientes artificiais (Ferreira et al., 1998; Santos et al., 2006). 
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O excelente desempenho de B. amazonicus em cativeiro e seu alto valor comercial têm 

despertado grande interesse a estudos voltados ao desenvolvimento e aprimoramento de 

tecnologia para seu cultivo. De acordo com Brandão et al. (2007), o matrinchã é a segunda 

espécie de peixe mais cultivada na região Amazônica. Nos últimos anos, diversos estudos em 

B. amazonicus têm sido realizados, como por exemplo, análise de densidade de estocagem 

(Brandão et al., 2005; Tortolero et al., 2010), alimentação (Frasca-Scorvo et al., 2007), 

fisiologia (Tavares-Dias et al., 2008; Arbeláez-Rojas e Moraes, 2010; Oliveira et al., 2011), 

reprodução induzida (Soares et al., 2003), análises estruturais de células germinativas 

(Ganeco et al., 2001; Romagosa et al., 2001; Camargo et al., 2008), técnicas de 

criopreservação de esperma (Silveira, 2000; Cruz et al., 2004) e dinâmica populacional 

(Santos-Filho e Batista, 2009), com o propósito de fornecer maiores subsídios à sua criação e 

reprodução em cativeiro. 

 

1.5  Brycon orbignyanus 

A piracanjuba, B. orbignyanus Valenciennes 1849, é uma espécie de peixe de 

piracema, originária da Bacia do Prata (Godoy, 1975). De hábito alimentar onívoro, aceita 

bem dietas artificiais e apresenta rápido crescimento e facilidade de cultivo (Vaz et al., 2000). 

Na idade adulta, pode atingir cerca de 80-100 cm de comprimento e aproximadamente 5 Kg 

(Godoy, 1975). Nos últimos anos, B. orbignyanus tem despertado grande interesse devido às 

suas características zootécnicas, associadas à excelente qualidade da carne, rápido 

crescimento, boa conversão alimentar e facilidade de cultivo, como também por apresentar 

características desejáveis para pesca esportiva, especialmente seu comportamento agressivo 

quando fisgada (Mendonça, 1994; Melo, 1994; Feiden e Hayashi, 1999; Vaz et al., 2000; 

Murgas et al., 2003). 

Devido especialmente à construção de barragens hidrelétricas que impedem sua 

migração no período reprodutivo, desmatamento ciliar, deterioração da qualidade da água 

provocada pela poluição industrial e urbana, e pesca predatória, B. orbignyanus representa 

uma das espécies da fauna brasileira ameaçada de extinção (COPAM, 1996; IBAMA, 2004; 

IUCN, 2012). Comumente encontrada na bacia do Paraná, atualmente exemplares da espécie 

são raros e não têm sido mais encontrados nos rios Tietê, Grande e Paranapanema (Machado 

et al., 2008).  

Nos últimos anos, além de análises direcionadas à alimentação e nutrição (Borba et al., 

2006; Zaniboni-Filho et al., 2006), fisiologia e comportamento (Reynalte-Tataje et al., 2002; 
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Gomiero et al., 2009), têm sido também desenvolvidas análises de células germinativas e 

técnicas de criopreservação de esperma de B. orbignyanus, especialmente com fins 

conservacionistas e para produção de pescado cultivado (Ganeco et al., 2001; Murgas et al., 

2004). 

 

1.6  Estudos genéticos no gênero Brycon 

A maioria dos dados acerca do gênero Brycon restringe-se a estudos citogenéticos. São 

conhecidos os complementos cariotípicos de B. lundii, B. brevicauda, B. microlepis, B. 

cephalus, Brycon sp. do Rio Araguaia-MT, B. orbignyanus (Margarido e Galetti, 1996), B. 

insignis (Margarido e Galetti, 1996; Almeida-Toledo et al., 1996), B. reinhardti, B. cf. 

cephalus (Almeida-Toledo et al., 1996), B. cf. erythropterum (Santos et al., 1985), B. cf. pesu 

(Porto et al., 1992), B. henni (Lopez et al., 2008) e B. amazonicus (Mariguela et al., 2010). 

As espécies analisadas até o momento apresentam um complemento cariotípico 

formado por 50 cromossomos e regiões organizadoras de nucléolos localizadas terminalmente 

no braço longo do segundo par de cromossomos submetacêntricos, indicando que a família é 

caracterizada por uma grande estabilidade cariotípica em nível numérico. Estudos de 

bandeamento C são ainda restritos, tendo sido realizados em poucas espécies (Margarido e 

Galetti, 1996, 1999; Almeida-Toledo et al., 1996; Mariguela et al., 2010). Da mesma forma, 

informações sobre a localização cromossômica das regiões organizadoras de nucléolos 

(NORs), identificadas por coloração por nitrato de Prata, fluorocromos GC-específicos e 

hibridação in situ fluorescente utilizando sondas de DNAr 18S, foram somente obtidas para 

um reduzido número de espécies do grupo (Margarido e Galetti, 1996; Almeida-Toledo et al., 

1996; Wasko e Galetti, 2000; Mariguela et al., 2010). Dados citogenético-moleculares 

adicionais para espécies do gênero Brycon referem-se somente à localização cromossômica e 

caracterização da sequência nucleotídica de genes de DNAr 5S (Wasko e Galetti, 2001). 

Estudos genético-bioquímicos foram realizados em B. cephalus (B. amazonicus), B. 

erythropterum (Val e Almeida-Val, 1988), Brycon sp. (Galhardo e Toledo Filho, 1987) e B. 

reinhardti (Galhardo e Toledo Filho, 1987; Toledo Filho et al., 1992 a, b). Análises genéticas 

envolvendo a utilização de marcadores moleculares, tanto de DNA nuclear como de DNA 

mitocondrial, embora ainda reduzidas, incluem dados direcionados à avaliação de diversidade 

genética de estoques naturais e/ou cultivados (Wasko e Galetti, 2002; Hilsdorf et al., 2002; 

Wasko e Galetti, 2003; Wasko et al., 2004; Barroso et al., 2005; Barrero et al., 2006; Santis et 

al., 2007; Lopera-Barrero et al., 2008; Matsumoto e Hilsdorf, 2009; Lopera-Barrero et al., 
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2010; Rodriguez-Rodriguez et al., 2010; Panararis-Antunes et al., 2011; Hurtado-Alarcon et 

al., 2011) e a inferências filogenéticas (Calcagnotto et al., 2005; Hilsdorf et al., 2008; Antunes 

et al., 2010; Prioli et al., 2010; Abe, 2011). A despeito destes estudos em Brycon, dados 

associados à caracterização de segmentos de DNA repetitivo são ainda extremamente 

escassos em espécies deste grupo, restringindo-se a genes de DNAs ribossomais (Wasko e 

Galetti, 2000; Wasko et al., 2001; Mariguela et al., 2010) e a locos microssatélites (Barroso et 

al., 2003; Sanches e Galetti, 2006). 

 

1.7  DNA repetitivo 

Na maioria dos organismos, uma grande porção do genoma é composta de múltiplas 

cópias de DNA, conhecidas como DNA repetitivo. Em humanos, apenas 3% do material 

genético é composto por sequências que codificam cadeias polipeptídicas; o restante 

compreende as denominadas regiões não-codificadoras. Dentre estas, cerca de 50% 

corresponde a segmentos de DNA repetido (The Genome International Sequencing 

Consortium, 2001; Kim et al., 2004; Han et al., 2007). 

Enquanto algumas sequências repetidas possuem uma função clara, tais como os 

DNAs ribossomais, centroméricos e teloméricos, ainda não se sabe ao certo qual o papel de 

grande parte do DNA repetitivo, até pouco tempo considerado como “DNA lixo” (Schmidt e 

Heslop-Harrison, 1998). Entretanto, dados mais recentes têm evidenciado que estas 

sequências são de suma importância para a manutenção e estrutura do genoma e que sua 

formação deve-se a um processo contínuo e provavelmente mais antigo que a divergência das 

primeiras linhagens de eucariotos (Jurka et al., 2005). Diferentes estudos têm sugerido o 

envolvimento de sequências repetitivas 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; Pokorna et al., 2011), ou seja, na 

organização estrutural e  funcional do genoma em geral (Kazazian, 2004; Biémont e Vieira, 

2006). Essas sequências repetidas podem também estar envolvidas em rearranjos 

cromossômicos, tais como deleções, duplicações, inversões e translocações, sendo 

responsáveis por proporções significativas das variações cariotípicas observadas em muitos 

grupos (Kidwell, 2002). Com o advento do sequenciamento em larga escala de genomas, 

informações sem precedentes sobre a origem, diversidade e impacto genômico das sequências 

repetidas vêm sendo geradas para diversos grupos. 
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No genoma de eucariotos existem, de modo geral, dois diferentes tipos de segmentos 

de DNA repetitivo: sequências altamente repetitivas (fração do DNA constituída por 

sequências que se renaturam rapidamente; compreendem até 10
5
 cópias/genoma) e sequências 

moderadamente repetitivas (compreendem 10 a 100 cópias/genoma) (Britten et al., 1968). 

Estes segmentos de DNA repetitivo são também frequentemente classificados em duas 

principais classes: (1) repetições em tandem, como os satélites, minissatélites, microssatélites 

e os genes de histonas que se agrupam em famílias multigênicas e (2) elementos dispersos, 

como SINES (Short Interspersed Elements) e LINES (Long Interspersed Elements) (Jurka et 

al., 2005). 

Inseridos no grupo de sequências repetitivas curtas e longas, encontram-se os 

elementos transponíveis (Transposable Elements - TEs), que correspondem a elementos 

móveis, ou seja, que possuem habilidade de se mover no genoma (Jurka et al., 2005). Dada a 

grande quantidade de elementos transponíveis em diferentes espécies, a identificação e 

caracterização destes segmentos se tornaram de grande importância para melhor compreensão 

de seu papel na organização e evolução do genoma (Feschotte, 2004; Böhne et al., 2008; 

Martins et al., 2011). Elementos transponíveis são particularmente abundantes em plantas, 

muitas vezes sendo um dos principais componentes do DNA nuclear. Em Zea mays, 49-78% 

do genoma é composto de retrotransposons (SanMiguel e Bennetzen, 1998). Em trigo, cerca 

de 90% do genoma consiste de sequências repetidas e, destas, 68% corresponde a elementos 

transponíveis (Li et al., 2004). Embora em proporções menores, elementos transponíveis 

também são encontrados em grande quantidade em vertebrados e invertebrados (Dombroski et 

al., 1994; Böhne et al., 2008; Bourque, 2009; Sela et al., 2010). 

Diversos estudos vêm demonstrando que grande parte da diversidade encontrada entre 

os organismos pode ser creditada a uma importante característica dos TEs - sua capacidade de 

inserção e variabilidade no número de cópias dentro e entre espécies (Feschotte e Pritham, 

2007; Lankenau e Volff, 2009; Martins et al., 2011). Da mesma forma, o papel destes 

elementos em relação à manutenção, estrutura e funcionamento do genoma vem sendo 

também demonstrada em estudos envolvendo diferentes espécies (Slotkin e Martienssen 

2007; Böhne et al., 2008; Sela et al., 2010). 

  

1.8  Classificação dos elementos transponíveis 

Os elementos transponíveis podem ser agrupados em duas diferentes categorias, de 

acordo com a existência ou não de um intermediário de RNA durante o processo de 
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mobilidade no genoma. Elementos de origem retroviral e transposons que se locomovem via 

mecanismo de retrotransposição, ou seja, que transpõem por meio de uma cópia de RNA, 

compreendem os denominados retrotransposons ou elementos de classe I. As sequências com 

capacidade de transposição direta correspondem a elementos que transpõem por meio de uma 

cópia de DNA, denominados de transposons ou elementos de classe II (Charlesworth et al., 

1994; Kazazian, 2004) (Figura 1). 

 

 

 

 
Figura 1: Esquema do processo de transposição de transposons (elementos transponíveis - classe II) e de 

retrotransposons (elementos transponíveis - classe I). Adaptado de Kumar e Bennetzen (1999). 

 

 

Os transposons (classe II) são divididos em subclasses ou famílias de acordo com a 

similaridade entre as suas sequências e se encontram dispersos pelo genoma de procariotos e 

eucariotos (Feshotte e Prithman, 2007). Embora o mecanismo de transposição possa variar de 

um transposon para o outro, o mecanismo mais conhecido é o de “copiar e colar”, em que 

ocorre a duplicação do elemento levando ao surgimento de cópias que se inserem em novos 

locais (Figura 1). A sequência inicial se mantém no local original e, portanto, a transposição é 

acompanhada por um aumento no número de cópias do transposon. Pode ocorrer também a 

transposição não-replicativa em que não ocorre duplicação do transposon e o elemento 
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transponível se desloca diretamente de um local para outro mantendo suas características. Este 

último tipo de movimentação não favorece um aumento no número de cópias do transposon já 

que ele é retirado do local original (Lewin, 2004). 

Os elementos transponíveis da classe I, ou retrotransposons, utilizam um mecanismo 

de transposição em que primeiro ocorre a transcrição completa do elemento, dando origem a 

uma cópia de RNA. Esta molécula codifica a enzima transcriptase reversa para que, a partir da 

molécula de RNA, origine-se uma nova fita de DNA, levando assim à formação de um 

intermediário híbrido DNA/RNA. A molécula de DNA utiliza outra enzima, a integrase, para 

se integrar em regiões dos cromossomos (Figura 1). Desde que a cópia original do 

cromossomo seja mantida no mesmo local original, este mecanismo causa uma duplicação. 

Desta forma, este processo é responsável pelo grande número de cópias de retroelementos 

presentes no genoma de diferentes espécies (Böhne et al., 2008). 

Os retrotransposons podem ser divididos em duas subclasses: retrotransposons LTR 

(Long Terminal Repeats) e retrotransposons não-LTR (Volff et al., 2001; Eickbush e Malik, 

2002). Os retrotransposons LTR requerem um maquinário complexo para transcrição e 

incorporação do elemento em outro local. Um dos exemplos clássicos de LTR possui longas 

repetições nucleotídicas nas extremidades 5’ e 3’ que flanqueiam uma região central 

conhecida por ORF (Open Reading Frame). Uma das ORFs, denominada gag, produz uma 

poliproteína integrante do capsídeo dos retrovírus. A outra ORF constitui-se do gene pol que 

codifica as enzimas necessárias à transposição do elemento: protease, transcriptase reversa, 

RNAseH e integrase (Figura 2). A última ORF, associada ao gene env, está presente em 

algumas famílias desta classe, podendo ou não produzir uma proteína funcional associada ao 

envelope viral nos retrovírus (Böhne et al., 2008). Retrotransposons que não possuem 

repetições terminais longas são classificados como não-LTR (Figura 2) e podem ser divididos 

em duas superfamílias. A primeira inclui elementos que não codificam as proteínas 

necessárias para a transcrição reversa, precisando de outros elementos móveis para sua 

transposição, e tem como principal componente elementos curtos dispersos chamados de 

SINEs (Short Interspersed Elements). Na segunda superfamília estão os LINEs (Long 

Interspersed Elements), elementos que codificam as proteínas necessárias para a transcrição 

reversa (Böhne et al., 2008). 
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Figura 2: Esquema da organização geral de retrotransposons LTR e não-LTR. LTR, Long Terminal 

Repeats. pol, gene que codifica enzimas para transposição do elemento transponível. UTR, 

Untranslated Region. orf, Open Reading Frame. AAAAAAA, sequência poliadenilada 

terminal. Adaptado de Slotkin e Martienssen (2007). 

 

 

1.9  Elementos retrotransponíveis da família Rex 

 Com o avanço dos projetos de sequenciamento, os elementos transponíveis vêm sendo 

considerados como um dos principais representantes do genoma de eucariotos. De maneira 

particular, os peixes têm chamado a atenção em relação à grande diversidade de classes de 

elementos transponíveis encontradas em seus genomas (Volff et al., 2003). As espécies 

Takifugu rubripes e Tetraodon nigroviridis, comumente utilizadas como modelos genéticos 

devido à compactação de seus genomas (cerca de 12% do genoma humano), apresentam cerca 

de 3 a 4% do  seu DNA constituído por transposons (Aparicio et al., 2002; Jaillon et al., 

2004). Porcentagem ainda maior - cerca de 7% - do genoma do peixe medaka (Oryzias 

latipes) é constituída por elementos transponíveis. A despeito da variedade de transposons 

que vêm sendo identificados em peixes, a caracterização destes em relação à sua sequência 

nucleotídica e a seu mapeamento físico foi somente realizada para um número reduzido de 

espécies até o momento (e.g. Ferreira et al., 2011; Valente et al., 2011). 

 Entre os diversos retroelementos encontrados em peixes, os retrotransposons da 

família Rex parecem ser abundantes em diferentes Teleósteos (Volff et al., 1999, 2000, 2001; 

Böhne et al., 2008). A denominação Rex (Retroelementos de Xiphophorus) refere-se a estes 

terem sido inicialmente isolados de melanoma de peixes deste gênero. Rex1, Rex3 e Rex6 

foram primeiramente isolados de uma região oncogene/proto-oncogene, envolvida na 

formação de melanoma, denominada Xmrk no cromossomo Y de Xiphophorus e 

correspondem a elementos retrotransponíveis que apresentam vasta distribuição e diferentes 

padrões de organização no genoma de várias espécies de peixes (Volff et al., 1999, 2001).  
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 Segundo Volff et al. (2001), os retrotransposons Rex1, Rex3 e Rex6 correspondem a 

repetições não-LTRs que têm se mantido ativas durante a evolução de diferentes linhagens de 

peixes. O elemento transponível Rex1 parece ser relacionado ao grupo CR1 (Chicken Repeat), 

constituído por LINES, e codifica uma transcriptase reversa e uma endonuclease 

apurínica/apirimidínica necessária para clivagem da sequência alvo. Rex3 é relacionado à 

família RTE (Retrotransposable Element) e, assim como Rex1, também codifica, além de uma 

transcriptase reversa, uma endonuclease apurínica/apirimidínica. Rex6 também codifica uma 

transcriptase reversa e possui uma endonuclease similar a uma enzima de restrição (REL), 

sendo considerado similar aos membros da família R4 de transposons não-LTR que contêm 

os elementos Dong e R4 largamente encontrados em retroelementos de nemátodos e insetos 

(Volff et al., 2000). 

 Em peixes, estes três retrotransposons são atualmente os elementos retrotransponíveis 

mais estudados em relação à sua localização cromossômica, tendo sido fisicamente mapeados 

em algumas espécies de grupos distintos (e.g. Ferreira et al., 2011). Entretanto, frente à 

grande diversidade de peixes, o conhecimento sobre a organização destes elementos é ainda 

escasso. Desta forma, o isolamento e a caracterização destes e demais retrotransposons em um 

maior número de espécies de peixes e posteriores análises comparativas poderão fornecer 

contribuições à elaboração de um cenário mais abrangente acerca da origem, evolução e 

função destes elementos genômicos.  
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2  OBJETIVOS 

Objetivo geral: 

Considerando a relevância biológica e a importância econômica das espécies do gênero 

Brycon e que estudos acerca de elementos transponíveis em peixes ainda são escassos, o presente 

trabalho teve como objetivo geral a caracterização nucleotídica e o mapeamento físico de 

retrotransposons da família Rex em Brycon amazonicus e Brycon orbignyanus, de forma a 

fornecer subsídios à compreensão da organização e dinâmica evolutiva de elementos 

retrotransponíveis em peixes. 

Objetivos específicos: 

- Isolar segmentos de DNA correspondentes aos elementos retrotransponíveis Rex1, Rex3 e Rex6 

de Brycon amazonicus e Brycon orbignyanus por meio de PCR (Polymerase Chain Reaction). 

- Caracterizar o padrão de organização genômica dos retroelementos isolados por meio de 

sequenciamento nucleotídico e hibridação in situ cromossômica. 

- Comparar os dados obtidos a informações sobre os padrões de organização genômica de 

retroelementos da família Rex disponíveis para outras espécies de peixes. 
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3  MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1  Materiais 

 Duas espécies de peixes do gênero Brycon - B. amazonicus (matrinchã da Amazônia) 

(Figura 3) e B. orbignyanus (piracanjuba) (Figura 4) (Characiformes, Bryconinae) - foram 

utilizadas como material de estudo. Os animais foram provenientes do Centro Nacional de 

Pesquisa e Conservação de Peixes Continentais / Instituto Chico Mendes da Conservação da 

Biodiversidade (CEPTA/ICMBIO) (Pirassununga, SP). Todos os exemplares analisados foram 

submetidos às mesmas condições de manejo, densidade de estocagem e regime de 

alimentação - a densidade média de estocagem foi de 250g/m
2
 e a temperatura média anual e a 

quantidade de oxigênio dissolvido na água foram de 26
o
C e 5.5 ppm, respectivamente.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
       Figura 3: Exemplar de Brycon amazonicus (matrinchã da Amazônia). Foto: Gilson Volpato. 

 

 

 

 

 

 
Figura 4: Exemplar de Brycon orbignyanus (piracanjuba). Foto: Cláudio Timm. 
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3.2  Métodos 

3.2.1 Extração e quantificação de DNA 

A extração de DNA total foi realizada por meio de dois protocolos distintos, de acordo 

com o tipo de tecido utilizado. O isolamento de DNA de pedaços de nadadeiras caudal e/ou 

anal foi realizado de acordo com a metodologia descrita em Wasko et al. (2003) e o 

isolamento de DNA de fígado, músculo ou brânquias foi realizado segundo a metodologia 

descrita em Sambrook e Russel (2001), com algumas alterações. Os protocolos encontram-se 

descritos a seguir. 

Extração de DNA de nadadeira: Coletar 100-300 mg de nadadeira (1 a 2 cm
2
), com o 

auxílio de uma tesoura e de uma pinça, e fixar o material em etanol 95% - 100 M EDTA pH 

8,0 em tubos de 1,5 mL. Secar o tecido em papel de filtro, para retirar o excesso de fixador, 

cortá-lo em pequenos pedaços e misturá-lo ao tampão de digestão TNES-uréia (Tris-HCl  

10mM pH 8,0; NaCl 125 mM; EDTA 10 mM pH 8,0; SDS 0,5%; uréia 4 M) em um tubo de 

15 mL. Adicionar 30 L de RNase (10 mg/mL) e incubar a 42ºC em banho-maria por 1 hora. 

Após este período, acrescentar 30 L de Proteinase K (10 mg/mL) e manter o tecido a 42ºC 

em banho-maria por, no mínimo, 10 horas. Adicionar 4 mL de fenol:clorofórmio:álcool 

isoamílico (25:24:1) ao tubo. Inverter o tubo cuidadosamente por 15 minutos e centrifugá-lo a 

10.000 rpm por 15 minutos. Com o auxílio de uma micropipeta, remover o sobrenadante para 

outro tubo e precipitar o DNA em NaCl (1 M) e dois volumes de etanol absoluto gelado, 

invertendo o tubo diversas vezes. Centrifugar o material a 10.000 rpm por 10 minutos, 

descartar o sobrenadante e lavar o DNA em 1 mL de etanol 70%. Centrifugar o tubo a 10.000 

rpm por 5 minutos. Descartar o sobrenadante, secar o DNA à temperatura ambiente ou em 

estufa a 37ºC e ressuspender em 1 mL de tampão TE (Tris-HCl 10 mM pH 8,0; EDTA 1 mM 

pH 8,0). Depois de completamente dissolvido, manter o DNA a -20ºC em tubos de 1,5 mL. 

Extração de DNA de fígado, músculo ou brânquias: Coletar os tecidos desejados, com 

o auxílio de uma tesoura e de uma pinça, e fixar o material em metanol:etanol (1:1) em tubos 

de 1,5 mL. Secar o tecido em papel de filtro, para retirar o excesso de fixador. Colocar 

pequenos pedaços de tecido em uma cubeta mantida no gelo e macerá-los em nitrogênio 

líquido, com auxílio de um pistilo. Adicionar 5 mL de solução de digestão (NaCl 0,4 M, 

EDTA 0,1 M pH 8,0, Proteinase K 100 g/mL, SDS 0,1%) sobre o tecido já macerado. 

Manter o material em banho-maria a 50ºC, em um tubo de centrífuga, durante 4 horas, 

agitando periodicamente. Adicionar fenol/clorofórmio/álcool isoamílico (50:48:2) ao 
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material, em um volume igual ao da solução homogeneizada, e agitar os tubos suavemente 

durante 30 minutos. Centrifugar o material a 10.000 rpm por 10 minutos e passar o 

sobrenadante, com o auxílio de uma micropipeta, para um outro tubo. Para a precipitação do 

DNA, acrescentar NaCl 1 M e 2 volumes de etanol absoluto gelado e inverter o tubo diversas 

vezes. Centrifugar o material a 10.000 rpm por 5 minutos e descartar o sobrenadante. 

Adicionar 100 L de etanol 70% ao tubo e centrifugá-lo a 10.000 rpm por 5 minutos. 

Descartar novamente o sobrenadante e secar o DNA em estufa a 37ºC. Depois de seco, 

dissolver o DNA em 1 mL de TE (Tris HCl 10 mM, EDTA 1 mM). Tratar a amostra com 

RNase (100 g/mL) a 37ºC por 1 hora em banho-maria e novamente realizar o tratamento 

com fenol:clorofórmio:álcool isoamílico para re-extração do DNA. Depois de precipitar o 

DNA, dissolvê-lo novamente em 1 mL de TE (Tris HCl 10 mM, EDTA 1 mM) e armazená-lo 

a -20ºC em tubos de 1,5 mL. 

A integridade e a quantidade das amostras de DNA obtidas foram analisadas por 

eletroforese em gel de agarose 1% imerso em tampão TAE 1X (Tris-Ácido acético-EDTA), 

corado com corante GelRed (0,1 L/mL) (Sambrook e Russell, 2001) e visualizado em 

transiluminador (Hoefer UV-25), sob luz ultravioleta. A quantidade e a qualidade do DNA 

obtido foram também avaliadas em espectrofotômetro (Nano Drop ND-1000 

Spectrophotometer - Thermo Fisher Scientific), por meio da comparação de absorbância a 260-

280 nm. 

 

3.2.2  Isolamento de sequências repetidas por PCR (Polymerase Chain Reaction) 

Diferentes conjuntos de primers foram utilizados para amplificar, por meio da técnica 

de PCR, elementos transponíveis já identificados e caracterizados em algumas espécies de 

peixes. Os retrotransposons Rex1 (primer RTX1-F1: 5` TTC TTC AGT GCC TTC AAC ACC 

3’ e primer RTX1-R3: 5` TCC CTC AGC AGA AAG AGT CTG CTC 3’), Rex3 (primer 

RTX3-F3: 5` CGG TGA YAA AGG GCA GCC CTG 3’ e primer RTX3-R3: 5` TGG CAG 

ACN GGG GTG GTG GT 3’) (Volff  et al., 1999, 2000, 2001)  e Rex6  (primer Rex6-Medf1: 

5` TAA AGC ATA CAT GGA GCG CCAC 3’ e primer Rex6-Medr1: 5’ GGT CCT CTA 

CCA GAG GCC TGGG 3’) (Shimoda et al., 1996) foram amplificados via reação de PCR, 

como descrito a seguir:  

Procedimento para a reação de PCR: 0,5 μL de cada primer (Forward e Reverse) (10 

μM), 1,0 μL de DNA total (100 ng), 2,5 μL de tampão para Taq DNA polimerase (10x), 0,75 
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μL de MgCl2 (50 Mm), 0,5 μL de dNTP (dATP, dCTP, dGTP e dTTP) (8 Mm), 0,1 μL de 

Taq DNA polimerase (5U/μL) e água milliQ autoclavada para completar um volume total de 

25 μL. A reação foi realizada com desnaturação inicial com temperatura de 95ºC (5 minutos), 

seguida de desnaturação com temperatura de 95ºC (40 segundos), anelamento com 

temperatura de 55ºC (40 segundos), elongação com temperatura de 72ºC (2 minutos) e uma 

extensão final a 72ºC (5 minutos). 

Os produtos de PCR obtidos foram analisados em gel de agarose 1,5%, imerso em 

tampão TAE 1x (Tris-Ácido acético-EDTA), corado com corante GelRed (0,1 L/mL) 

(Sambrook e Russell, 2001), e submetidos à eletroforese a 110 V/150A. Os produtos de 

amplificação foram visualizados em transiluminador (Hoefer UV-25), sob luz ultravioleta e a 

foto-documentação destes foi realizada com o programa computacional EDAS 

(Electrophoresis Documentation and Analysis System 120 - Kodak Digital Science 1D). Os 

pesos moleculares dos fragmentos amplificados foram estimados por meio de comparação 

com marcador de peso molecular conhecido. Posteriormente, os fragmentos de DNA de 

interesse foram submetidos à clonagem e sequenciamento. 

 

3.2.3   Clonagem de fragmentos de DNA 

A clonagem de fragmentos de DNA de interesse foi realizada para posterior 

caracterização de suas sequências nucleotídicas e utilização destes segmentos como sondas 

em experimentos de hibridação in situ cromossômica. Fragmentos de DNA de interesse foram 

ligados a plasmídeos específicos, seguindo as especificações do fabricante. Posteriormente, 

foi realizada a transformação de células competentes de Escherichia coli DH5  preparadas no 

próprio Laboratório de Genética Animal (Departamento de Genética, Instituto de Biociências, 

UNESP). 

Ligação em plasmídeos pGEM-T ou pGEM-T Easy (kit de ligação pGEM-T Vector 

System I ou pGEM-T Easy Vector System I - Promega): Em um tubo de 0,5 mL, adicionar 2 

l do inserto de interesse (produto de DNA resultante de PCR), 1 L de T4 DNA ligase, 1 L 

de tampão de reação 10x, 1 L do plasmídeo (50 ng) e 5 L de água autoclavada. Misturar 

cuidadosamente com uma micropipeta e incubar a reação a 4ºC durante 12-16 horas. 

Transformação de células competentes bacterianas: Colocar 50 μL de bactérias 

competentes (acondicionadas a -70ºC) em um tubo de 1,5 mL e, posteriormente, adicionar 10 

μL da reação de ligação (inserto-plasmídeo), misturando cuidadosamente com uma 
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micropipeta. Manter o tubo em gelo por 30 minutos. Aplicar um choque térmico, aquecendo o 

tubo a 37ºC em banho-maria por exatamente 45 segundos. Colocar o tubo imediatamente no 

gelo e manter por 2 minutos. Adicionar 950 μL de meio LB (Luria Bertani) líquido (peptona 

1%, NaCl 0,17 M, extrato de levedura 0,5%, pH 7,5)  à temperatura ambiente e incubar a 

37ºC por 1 hora, sob agitação a 225 rpm. Centrifugar por 5 segundos a 13.000 rpm e descartar 

o sobrenadante. Espalhar o produto de transformação em placas de Petri estéreis com meio 

LB sólido (peptona 1%, NaCl 0,17 M, extrato de levedura 0,5%, ágar 1,5%, pH 7,5), 

contendo 2 μL de ampicilina (50 mg/mL) por mililitro de meio LB e 50 μL de X-Gal (5-

bromo-4-cloro-3-indolil-Dgalactoside) (50 mg/mL), para posterior seleção dos recombinantes 

(colônias brancas). Incubar as placas, com o meio de cultura voltado para cima, em estufa a 

37ºC durante 12-16 horas.  

A presença de insertos de interesse nos plasmídeos recombinantes foi confirmada por 

PCR e os clones recombinantes resultantes foram estocados em glicerol 70% e armazenados a 

-80ºC. 

 

3.2.4  Confirmação da presença de insertos nos clones obtidos 

Para verificar a presença de insertos de interesse nos clones obtidos, as colônias 

brancas (potencialmente portadoras do inserto de interesse) foram repicadas em meio sólido 

LB e submetidas a reações de amplificação (PCR). Os primers M13F e M13R possuem 

homologia nas regiões que flanqueiam o local de inserção do fragmento no plasmídeo e, 

portanto, foram utilizados na reação, seguindo o protocolo descrito abaixo.  

PCR para confirmação da presença de insertos: Em um tubo de 0,5 mL, adicionar uma 

fração de DNA obtido diretamente da colônia com auxílio de uma ponteira estéril, 2,5 μL de 

tampão de PCR (10x), 0,5 μL de dNTPs (8 Mm), 0,5 μL de primer M13F (5’AGC GGA TAA 

CAA TTT CAC ACA GG 3’) (10 μM), 0,5 μL de primer M13R (5’ CCC AGT CAC GAC 

GTT GTA AAA CG 3’)  (10 μM), 0,1 μL de Taq DNA polimerase (5 U/μL) e 20,5 μL de 

água autoclavada, totalizando um volume final de 25 μL. Realizar as reações de amplificação 

em termociclador com o seguinte programa: um ciclo inicial de 95ºC por 3 minutos, para 

desnaturação, 34 ciclos a 95ºC por 30 segundos, 50ºC por 1 minuto, 72ºC por 2 minutos, 

seguidos de um passo final de elongação a 72ºC por 5 minutos.  

Os produtos de PCR obtidos foram analisados em gel de agarose 1,5%, imerso em 

tampão TAE 1X (Tris-Ácido acético-EDTA), corado com corante GelRed (0,1 L/mL) 

(Sambrook e Russell, 2001) e submetido à eletroforese a 110 V/150A. Os produtos de 
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amplificação foram visualizados em transiluminador (Hoefer UV-25), sob luz ultravioleta e a 

foto-documentação destes foi realizada com o programa computacional EDAS 

(Electrophoresis Documentation and Analysis System 120 - Kodak Digital Science 1D). Os 

pesos moleculares dos fragmentos amplificados foram estimados por meio de comparação 

com marcador de peso molecular conhecido. 

 

3.2.5  Mini-preparações para obtenção de plasmídeos recombinantes 

Reações de mini-preparações (para retirada dos plasmídeos das bactérias) foram 

realizadas para posterior caracterização dos segmentos de DNA clonados e sua utilização como 

sondas em experimentos de hibridação in situ fluorescente cromossômica. A metodologia refere-

se à técnica de lise alcalina, descrita em Sambrook e Russell (2001), com pequenas alterações, 

conforme discriminado abaixo. 

Crescimento das bactérias em meio de cultura líquido: Coletar, com o auxílio de uma 

ponteira ou palito de madeira estéril, colônias de bactérias recombinantes (colônias brancas) 

das placas de Petri. Colocar o material recolhido em tubos de 15 mL estéreis contendo 4 mL 

de meio LB líquido (peptona 1%, NaCl 0,17 M, extrato de levedura 0,5%, pH 7,5). Manter os 

tubos a 37ºC durante 12-16 horas, sob agitação a 225 rpm. Utilizar o material nas reações de 

mini-preparações. 

Mini-preparações para obtenção de plasmídeos: Centrifugar 1,5 mL de meio de cultura 

em um tubo de 1,5mL estéril, por 15 segundos a 13.000 rpm. Retirar todo o sobrenadante com 

uma micropipeta e ressuspender o pellet em 100 L de solução A gelada (glicose 50 mM, 

Tris-HCl 25 mM, EDTA 10 mM). Adicionar 200 l de solução B (SDS 1%, NaOH 0,2 M), 

misturar invertendo o tubo dez vezes cuidadosamente e incubar por 5 minutos em gelo. 

Adicionar 150 L de solução C (acetato de potássio 5 M pH 4,8), misturar invertendo o tubo 

dez vezes cuidadosamente e incubar por 5 minutos em gelo. Centrifugar o tubo por 5 minutos 

a 13.000 rpm e transferir o sobrenadante, com uma micropipeta, para um outro tubo. 

Adicionar 0,5 mL de fenol:clorofórmio (1:1), misturar e centrifugar por 2 minutos a 13.000 

rpm. Transferir a fase aquosa para outro tubo e adicionar dois volumes de etanol 100% 

gelado. Misturar invertendo o tubo cuidadosamente por dez vezes e deixar à temperatura 

ambiente por pelo menos 5 minutos. Centrifugar por 5 minutos a 13.000 rpm e descartar o 

sobrenadante. Lavar o pellet com 100 l de etanol gelado 70% e deixar secar à temperatura 
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ambiente ou em estufa a 37ºC. Adicionar 30 L de TE (Tris-HCl 10 mM, EDTA 1 mM) com 

RNase 20 g/mL, e armazenar a -20ºC. 

 

3.2.6  Sequenciamento nucleotídico 

O sequenciamento nucleotídico dos clones de interesse foi realizado utilizando o kit 

DYEnamic Terminator Cycle Sequencing (GE Healthcare Life Sciences) e sequenciador 

automático (Perking-Elmer ABI Prism 377 DNA Sequencer), seguindo as especificações dos 

fabricantes, como descrito a seguir:  

Sequenciamento nucleotídico: Preparar a reação de sequenciamento contendo 2 L de 

pré mix (fornecido no kit), 2 L do produto purificado e 1 L de primer (10 M). Realizar as 

reações em termociclador seguindo o programa: desnaturação inicial a 96ºC por 2 minutos, 

seguida de 35 ciclos com desnaturação a 96ºC por 45 segundos, hibridação a 50ºC por 30 

segundos e extensão a 60ºC por 4 minutos. Adicionar às amostras 2 L de acetato de sódio 

4,5 mM e 80 L de etanol 95%. Centrifugar a 14.000 rpm durante 20 minutos a 20ºC. 

Remover o sobrenadante e adicionar 400 L de etanol 70%. Centrifugar novamente a 14.000 

rpm durante 10 minutos. Remover o sobrenadante e manter o material em estufa a 37ºC por 1 

hora, protegido da luz. Dissolver as amostras em solução de formamida e blue dextran 

(Formamide Loading Dye 5:2). Limpar a placa dupla de vidro com álcool, em que será 

colocado o gel de poliacrilamida. Colocar o pente na placa de vidro para formar os sulcos 

onde serão aplicadas as amostras de DNA. Colocar a placa em um forno de luz ultravioleta, 

inserir o gel de poliacrilamida (RapidGel
TM

-XL6% - GE Healthcare Life Sciences), com uma 

seringa, na placa dupla de vidro. Ligar a luz ultravioleta durante 3 minutos para polimerizar a 

poliacrilamida. Limpar novamente a placa de vidro, para evitar erros de leitura no 

sequenciamento. Colocar o gel no sequenciador automático e encher as cubas superior e 

inferior do sequenciador com tampão TBE 1x (Tris-Ácido bórico-EDTA). Desnaturar as 

amostras de DNA a 80ºC por 4 minutos, em termociclador, e colocá-las imediatamente em 

gelo. Determinar a voltagem (1.400 V) e a intensidade do laser de leitura das bases (100) no 

programa computacional e identificar as linhas de leitura com o número correspondente das 

amostras. Aplicar 2 L de cada amostra em sua linha correspondente no gel. Iniciar a corrida 

do gel. 
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3.2.7  Análise das sequências nucleotídicas 

Para identificação de possíveis homologias, as sequências nucleotídicas obtidas foram 

primeiramente submetidas a buscas online BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) 

(Altschul et al., 1990) no National Center for Biotechnology Information (NCBI) (USA), 

website http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/. Posteriormente, as sequências nucleotídicas 

obtidas deverão ser depositadas no GenBank. O alinhamento das sequências nucleotídicas foi 

realizado com o programa Clustal W (Thompson et al., 1994). As sequências consenso foram 

determinadas com o programa Geneious Pro 4.5.5. (Drummond et al., http://geneious.com). 

 

3.2.8  Obtenção de cromossomos mitóticos 

Para obtenção de cromossomos mitóticos, foi utilizada a técnica convencional de 

preparação direta (air-drying), descrita por Egozcue (1971) e por Cestari (1973) e 

posteriormente adaptada por Foresti et al. (1993). Em seguida à sua obtenção, as suspensões 

celulares foram aplicadas sobre lâminas de vidro. As metodologias utilizadas encontram-se 

descritas abaixo. 

Obtenção de cromossomos mitóticos: Injetar solução aquosa de colchicina 0,025% (na 

proporção de 1 mL/100g de peso do animal) intra-abdominalmente, com uma seringa, entre as 

nadadeiras peitorais e ventrais. Manter os animais em aquário com bombeamento de ar, por 

um certo período de tempo (20 minutos a 2 horas). Sacrificar o animal para retirada, com o 

auxílio de tesoura e de pinças, o rim (anterior e/ou posterior). Lavar durante 30 segundos o 

material retirado em solução hipotônica (KCl 0,075 M) e transferi-lo para uma pequena cuba 

de vidro contendo 7mL desta mesma solução. Com o auxílio de pinças e de uma seringa de 

vidro desprovida de agulha, dissociar o material até obter uma suspensão celular homogênea. 

Transferir a solução obtida para um tubo de centrífuga e manter em estufa a 36-37ºC, durante 

25-30 minutos. Após este tempo, ressuspender a suspensão cuidadosamente, com auxílio de 

uma pipeta Pasteur, e descartar pedaços de tecido ainda não desfeitos. Acrescentar algumas 

gotas de fixador (álcool metílico 3:1 ácido acético) recém-preparado ao material e 

ressuspendê-lo novamente. Deixar à temperatura ambiente por 5 minutos. Centrifugar por 10 

minutos a 900 rpm e descartar o sobrenadante utilizando uma pipeta Pasteur. Acrescentar 5-7 

mL de fixador recém-preparado, ressuspender o material cuidadosamente, com auxílio de 

uma pipeta Pasteur, e centrifugar a 900 rpm por 15 minutos. Repetir o procedimento de 

fixação do material por mais duas vezes e, após a última centrifugação e descarte do 

sobrenadante, adicionar 1 mL de fixador para ressuspender bem o material obtido. Guardar as 
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preparações celulares obtidas a -20ºC, acondicionadas em tubos de 1,5 mL, ou utilizá-las para 

preparação de lâminas. 

Preparação de lâminas: Pingar 3-4 gotas da suspensão sobre diferentes regiões de uma 

lâmina limpa e seca mantida sobre uma placa aquecida a 38-39ºC ou sobre uma lâmina 

previamente mergulhada em água quente, formando assim uma fina camada de água sobre 

esta. Deixar o material secar à temperatura ambiente. Para verificar a qualidade e quantidade 

de metáfases, corar a lâmina com solução Giemsa diluída a 5% em tampão fosfato (KH2PO4 

0,06 M, Na2HPO4 0,449 M pH 6,8) durante 7-8 minutos. Lavar a lâmina com água e deixar 

secar à temperatura ambiente. 

As preparações cromossômicas foram analisadas em fotomicroscópio Olympus CX31, 

e fotografadas com o programa computacional Image-Pro Plus 6.0 (Media Cybernetics, Inc.). 

 

3.2.9  Hibridação in situ fluorescente (FISH) 

Fragmentos de DNA de interesse (segmentos de retrotransposons Rex), isolados das 

espécies em estudo, foram utilizados como sondas em hibridação in situ fluorescente (FISH) 

em cromossomos metafásicos. A metodologia utilizada, baseada em procedimentos adotados 

por Pinkel et al. (1986) e em modificações apresentadas por Martins e Galetti (1999) e Wasko 

e Galetti (2000), encontra-se descrita a seguir. 

Marcação da sonda: Marcar a sonda com biotina-11-dATP, por meio de nick 

translation, utilizando o kit Bionick
TM

 Labelling System (Gibco), seguindo as especificações 

do fabricante - em um tubo de 1,5 mL, misturar 5 L de dNTP mix 10x, 1 g de DNA 

(sonda), 5 L de mix de enzima 10x e água autoclavada para completar 45 L. Incubar a 

solução a 16ºC por 2 horas e, após este período, adicionar 5 L de tampão de parada, acetato 

de sódio 3 M a 1/10 do volume e dois volumes de etanol absoluto gelado. Misturar, 

invertendo o tubo por várias vezes, e manter a -20ºC por, no mínimo, 3 horas. Centrifugar o 

material a 13.000 rpm por 10 minutos, descartar o sobrenadante e acrescentar 50 L de álcool 

70% gelado. Centrifugar mais uma vez o material a 13.000 rpm por 5 minutos e secar em 

estufa a 37ºC. 

Desnaturação da sonda: Ressuspender a sonda marcada em 80 L de água autoclavada 

e adicionar solução de formamida 50%, sulfato de dextrano 10% e 2xSSC (Standard Saline 

Citrate) (NaCl 0,29 M, Na3C6H5O7 0,029 M, pH 7,0). Desnaturar esta solução de hibridação 

em banho fervente por 10 minutos e transferi-la imediatamente para um recipiente com gelo. 
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Pré-tratamento das lâminas: Anteriormente à hibridação, pré-tratar as lâminas 

contendo preparações cromossômicas com solução de RNase (40 g/mL em 2xSSC) durante 

1 hora em câmara úmida a 37ºC. Posteriormente, lavar as lâminas por 10 minutos em solução 

de 2xSSC por duas vezes e desidratá-las em série alcoólica (70%, 85% e 100%) por 10 

minutos cada série, à temperatura ambiente. 

Desnaturação dos cromossomos: Desnaturar as lâminas em formamida 70%/2xSSC 

por 5 minutos a 70ºC. Posteriormente, desidratar as lâminas em série alcoólica (70%, 85% e 

100%) por 5 minutos cada série, a -20ºC. 

Hibridação: Aplicar 40 L da solução de hibridação (contendo 150-200 ng de sonda) 

sobre cada lâmina e cobrir com uma lamínula. Incubar durante 12-14 horas a 37ºC em câmara 

úmida. Lavar as lâminas por duas vezes em solução de formamida 50%/2xSSC por 15 

minutos a 37ºC e posteriormente por mais duas vezes em 2xSSC por 15 minutos a 37ºC. 

Realizar mais uma lavagem em 4xSSC por 10 minutos, à temperatura ambiente. 

Detecção dos sinais de hibridação: Sobre cada uma das lâminas, colocar 100 L de 

FITC (Fluoresceina Isotilcianato) 0,07% conjugada à avidina e diluída em tampão C 

(bicarbonato de sódio 0,1 M e NaCl 0,15 M, pH 8,5). Cobrir com uma lamínula e incubar a 

37ºC por 1 hora, em câmara úmida. Lavar as lâminas por 3 vezes (5 minutos cada vez) em 

tampão de bloqueio (NaHCO3 1,26%, citrato de sódio 0,018%, Triton 0,038% e leite 

desnatado 1%) a 42ºC. Após a lavagem, colocar 100 L de anticorpo anti-avidina biotinilada 

2,5% sobre cada uma das lâminas, cobrir com lamínula, e mantê-las a 37ºC por 30 minutos, 

em câmara úmida. Realizar a lavagem das lâminas utilizando o mesmo tampão de bloqueio. O 

sinal de hibridação pode ser aumentado com sucessivos passos utilizando avidina-FITC e 

anti-avidina biotinilada. 

Lavagem das lâminas: Lavar as lâminas por 3 vezes (5 minutos cada) em tampão de 

bloqueio a 42ºC e posteriormente por duas vezes em solução de Triton 20/4xSSC por 3 

minutos cada vez. 

Contra-coloração das lâminas: Contra-corar as lâminas com 1 L de iodeto de 

propídio (50 g/mL) e 25 L de solução antifade (Vectashield antifade-Vector). 

As preparações cromossômicas submetidas à hibridação in situ fluorescente foram 

analisadas em fotomicroscópio de fluorescência Olympus BX61, com filtro 450-490 nm, e 

fotografadas com o programa computacional Image-Pro Plus 6.0 (Media Cybernetics, Inc.). 
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4  RESULTADOS  

4.1 Sequências nucleotídicas de retroelementos da família Rex 

Amostras de 6 exemplares de Brycon amazonicus e de 5 exemplares de B. orbignyanus 

foram utilizadas em PCR para amplificação de elementos retrotransponíveis, utilizando primers 

já descritos na literatura. Fragmentos de aproximadamente 550, 500 e 510 pares de bases (pb) 

puderam ser visualizados em gel de agarose, para ambas espécies, potencialmente referentes aos 

retrotransposons denominados Rex1, Rex3 e Rex6, respectivamente (Figura 5).  

Após clonagem foi realizado o sequenciamento nucleotídico de 5 clones de cada 

fragmento amplificado e, sequências consenso foram geradas para cada uma das espécies em 

estudo (Figuras 6, 7 e 8) e estas foram utilizadas em análises comparativas com sequências 

depositadas em bancos de dados. Estas análises permitiram confirmar que os fragmentos isolados 

correspondem a segmentos de elementos transponíveis da família Rex. De modo geral, embora 

grande parte da sequência nucleotídica de cada um dos retroelementos em estudo mostre-se 

conservada em diferentes peixes, algumas variações puderam ser encontradas entre as sequências 

de B. amazonicus, B. orbignyanus e outras espécies, associadas principalmente a substituições de 

bases (transições e transversões) e também a deleções e duplicações. 

Comparações entre as sequências nucleotídicas parciais analisadas de Rex1, Rex3 e Rex6 

de Brycon amazonicus, B. orbignyanus e diversos outros peixes podem ser visualizadas nas 

Figuras 6, 7 e 8 e nas Tabelas 1, 2 e 3. Dados comparativos de cada um dos três retroelementos 

estudados indicam um maior nível de similaridade entre as sequências nucleotídicas de Rex3 de 

diferentes espécies de peixes. 

Os fragmentos associados ao retroelemento Rex1 isolado de Brycon amazonicus e B. 

orbignyanus mostraram-se compostos por 554 pares de bases, tendo uma porcentagem de 

52,63% e 53,62% de bases GC, respectivamente (Figura 6). A região amplificada de Rex1 

corresponde aos domínios codificantes 3-7 do gene da transcriptase reversa (RT), conforme 

descrito por Volff et al. (2000). Comparações entre as sequências nucleotídicas de Rex1 das duas 

espécies do gênero Brycon evidenciaram uma similaridade de 75,6%. A Figura 6 evidencia, 

comparativamente, as sequências nucleotídicas parciais de Rex1 das duas espécies em estudo e 

de outras espécies de peixes para as quais foram observados maiores níveis de similaridade. 

Níveis altos de identidade com o elemento Rex1 isolado de B. amazonicus puderam ser 

evidenciados para segmentos de DNA associados a este retrotransposon de distintas espécies de 

peixes, especialmente das famílias Loricariidae (75,6-83,9%), Cichlidae (72,1-76,6%), 

Anguillidae (75,1-75,6%), Nototheniidae (73,1-75,0%) e Poecillidae (70,1%), conforme 
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mostrado na Tabela 1. Em relação a Rex1 isolado de B. orbignyanus, foi encontrada uma maior 

identidade com este retroelemento descrito para espécies das famílias Cichlidae (86,9-98,7%), 

Anguillidae (79,1-80,1%), Fundulidae (78,7%), Nototheniidae (75,5-79,1%), Loricariidae (75,2-

76,5%) e Poecillidae (71,8%) (Tabela 1). De modo geral, tanto Rex1 de B. amazonicus como de 

B. orbignyanus apresentaram maior identidade em suas sequências nucleotídicas com este 

retroelemento descrito para espécies das ordens Anguilliformes, Perciformes e Siluriformes 

(Tabela 1). 

Os fragmentos de DNA relativos ao retroelemento Rex3 isolados de Brycon amazonicus 

e B. orbignyanus apresentaram-se compostos por 465 pares de bases, tendo um conteúdo de 

bases GC de 56,80% e 57,02%, respectivamente. Os segmentos amplificados correspondem aos 

domínios codificantes 1, 2, 2A, A e B do gene da transcriptase reversa (RT) (Volff et al., 1999). 

Comparações entre as sequências nucleotídicas de Rex3 das duas espécies analisadas no presente 

estudo evidenciaram uma identidade de 84,08%. A Figura 7 e a Tabela 2 apresentam dados 

associados a Rex3 de outras espécies de peixes para as quais foram identificados maiores níveis 

de similaridade em relação a este retroelemento isolado de B. amazonicus e B. orbignyanus. 

Quando comparado a sequências nucleotídicas do NCBI, o retrotransposon Rex3 de B. 

amazonicus apresentou uma similaridade de 84,9% com este mesmo elemento retrotransponível 

de uma espécie da família Loricariidae, 82,3-84,4% de similaridade com Rex3 de espécies da 

família Cyprinidae e 84,2% de identidade com este retroelemento de espécies das famílias 

Tetraodontidae, Esocidae e Polypteridae. Em relação a diferentes espécies de Anguillidae, 

Cichlidae, Percichthyidae e Poecillidae, foram observados valores de similaridade muito 

próximos, variáveis entre 80,6% e 82,8%. O retrotransposon Rex3 isolado de B. orbignyanus 

apresentou maiores níveis de identidade com elementos similares encontrados em espécies das 

famílias Cichlidae (89,6-99,0%), Tetraodontidae (85,8%), Cyprinidae (81,9-85,3%), Loricariidae 

(84,9%), Poecillidae (83,2-84,3%), Polypteridae (84,3%), Esocidae (83,1%) e Percichthyidae 

(81,1%) (Tabela 2). Os dados apresentados mostram que Rex3 de B. amazonicus e B. 

orbignyanus apresentam maior similaridade nucleotídica a retroelementos similares encontrados 

em espécies de vários grupos, como Anguilliformes, Cypriniformes, Cyprinodontiformes, 

Esociformes, Perciformes, Polypteriformes, Siluriformes e Tetraodontiformes (Tabela 2). 

Em relação ao retroelemento Rex6, foi possível caracterizar um fragmento de 485 pares 

de bases isolado de Brycon orbignyanus (Figura 8). Este fragmento, com um conteúdo de 

51,34% de bases GC, codifica a porção C-terminal de uma endonuclease que possui ação similar 

à uma enzima de restrição (Volff et al., 2001). Dados associados a Rex6 de espécies de peixes 

para as quais foram identificados maiores níveis de similaridade em relação a este retroelemento 
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isolado de B. orbignyanus podem ser visualizados na Figura 8 e na Tabela 3. Maiores níveis de 

similaridade puderam ser observados entre Rex6 de B. orbignyanus e este retroelemento descrito 

para diferentes espécies da família Cichlidae (Perciformes) (73,5-84,1%), uma espécie de 

Beloniformes - Oryzias latipes (74,0%) - e diversas espécies da família Poecillidae 

(Cyprinodontiformes) (71,5-73,1%) (Tabela 3). Não foi possível obter sequências nucleotídicas 

de boa qualidade relativas a Rex6 de Brycon amazonicus. 

 Única espécie da ordem Characiformes a figurar no NCBI com dados associados a 

sequências nucleotídicas de elementos Rex, Erythrinus erythrinus evidenciou um baixo nível de 

identidade de Rex3 com este retroelemento isolado de B. amazonicus e B. orbignyanus. 

Comparações entre a sequência parcial de Rex3 descrita para E. erythrinus e este mesmo 

segmento de DNA de B. amazonicus e B. orbignyanus mostram uma similaridade de 73,9% e 

70,3%, respectivamente (Figura 9 e Tabela 2). As buscas NCBI não evidenciaram sequências 

nucleotídicas relativas aos retroelementos Rex1 e Rex6 para qualquer espécie de Characiformes.  
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Figura 5: Gel de agarose 1% evidenciando resultados de PCR associados à amplificação dos elementos 

retrotransponíveis Rex1 (a), Rex3 (b) e Rex6 (c) de Brycon orbignyanus (1-3) e Brycon amazonicus (4-6). L1, 

marcador de peso molecular 1Kb DNA Ladder; L2, marcador de peso molecular 1Kb Extension Ladder (Invitrogen); 

pb, pares de bases. 
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BaRex1    TCCCTCAGCAGAAAGAGTCTGCTCATGCCTCTGTTGTACAGTTTGTACAGTGCTGTTGTG   

BoRex1    ........................TGA..C..C.....A..AGCA.-...---....... 

GQ505952  ........................TG....T.----------.....G.....A..G...   

GQ505953  ........................GG....TCC----------....A.....A.AG.A.  

GQ505951  ........................TGT...T.---------...A........A.CA...  

AJ288470  ------------------------------------------------------------ 

AJ288475  ------------------------------------------------------------ 

AJ288478  ------------------------------------------------------------ 

AJ288466  ------------------------------------------------------------ 

AF155736  ------------------------------------------------------------ 

 

BaRex1    TTTGTTGATCAGTCCAGATTGTTGTTTAGATGAACTCC-AGGTACTTGTAGGAGTCCACT   

BoRex1    ---.C.--.........T..A..A..C..G.....A..C......C.A..A......... 

GQ505952  ..AAC...C........C.....A.....G.....A..C........A..A...A.....   

GQ505953  ..AAC...C.......AT.....A....AG-....A..C......ACA..A.........  

GQ505951  ..GTCG..C........T..TGTG..A..G.....A..C...........ACT......C     

AJ288470  ---------........T..A.....C..G.....A..C........A..A.........  

AJ288475  ---------........T..A..A..C..G.....A..C........A..A.........  

AJ288478  ---------........C..A..A.....G.....A..C........A..A.........  

AJ288466  ---------........T..A..A..C..G.....A..C...........A..T.T...C  

AF155736  ---------....T...T..A..A..C..G.....A..C..............T.T...C  

 

BaRex1    CTCTCAATCTCCATCCCCTGGATGTTCACTGA--TGG-AGGGGGGTG--TCCG-CATCTG   

BoRex1    A.......G....CT..............C.G--..TC..T.T....GG..T.-.G...C  

GQ505952  .....G..G.....A.................--...-.....AA..--CTT.-..C...   

GQ505953  ..TG....G.T...TT..........T..A..--...-.AA.TT...--.TT.-G.....  

GQ505951  A.G..G..G....................C.GTG.T.-.A.A.....A---..CG-...A     

AJ288470  A.......G....CT..........A...C.G--..TC..T.T....GG...A-.GC... 

AJ288475  A.......G....CT..............C.G--..TC..T.T....GG..T.-.G...C 

AJ288478  A.......G....CT...........T..C.G--..TC..T.T....GG..T.-.....C 

AJ288466  A.......T.....T................GTA.A.G...C.A---TTGTT.G..C..T 

AF155736  A.......G.....T................GTA...G...A.AAGAGTGTTTA..C..T 

 

BaRex1    CGGGAATCCACCACCAGTTCTTTGATCTTCCCCGCGTTTATCTGGAGGTGGTTCTGCAGA   

BoRex1    ...A.G..........AC..C...G.T.....G.....G...A.C.....A.....C...  

GQ505952  ...A....................G.......T.TA...A..............C.....   

GQ505953  ...A.T..................G....T..T.T.....A...T..A.....T......  

GQ505951  .AAA.............C..C...G.T.....AAT...A.........C....A.AT..G     

AJ288470  ...A.............C..C...G.T..AG.A.....A...A...........C..T.G     

AJ288475  ...A.G..........AC..C...G.T.....G.....G...A.C............T.G     

AJ288478  ...A............AC..C...G.T.....G.T...G...A.C............T.G     

AJ288466  ...A.G...........C..C...G.T.....T..A..G.G.......CA....CA.T.G     

AF155736  ...A.G...........C..C...G.T.....T.CA..G.G.......C.....A..T.G     

 

BaRex1    CACCAGGCCACACAGTCCTGAATCGGTTCTCTGTTCTCGCTGTCCTCCTCCTTAGTTCTG   

BoRex1    ......T.....A.....A..G..CAC.G.....A...TGA...G.....ACCT..GA.. 

GQ505952  ......T.....A.AA...T....A.........A...............A...T..A..   

GQ505953  ......TT....A....T.....TA..C..T...A..TA.......T...A..G...A.A  

GQ505951  ......T.....A...T.......ACC.G.....AT..C.G...G.....A.C..AAA..     

AJ288470  ......T.....A........G..CA..G.C...A...TGC...A.....A.CT..GA..     

AJ288475  ......T.....A.....A..G..CAC.G.....G...TGA...G.....ACCT..GA..     

AJ288478  ......T.....A.....A..G..CAC.......A...TGA...G.....ACCT..GA..     

AJ288466  .....AT.....A..C....GG..A.A.......A...C.....G...C.A.CT..GA.R     

AF155736  ......T.....A..C....GG..A.A.......A...C.....G...C.A.CT..GA..     

 

BaRex1    AGGCCGACAATCGTAGAGTCATCAGAGAACTTCTGGAGGTGACAG-----TGAGCTGTAC   

BoRex1    ........T..G.C......G..............T.....G...CGTGGG...T..ATG 

GQ505952  .....T..G....CT....................A....A....TTCGG..........   

GQ505953  .............CG.........A...........T.A......GTCGG..........  

GQ505951  ..A..A....CA.C.....................T.........TTCAG..........     

AJ288470  .....A..T.CG.C......G.........G....C..A..G...--CG-..G.GA..TG     

AJ288475  ........T..G.C......G..............T.....G...--CG-..G.GA..TG     

AJ288478  ........T..G.C......G......G.......T.....G...--CG-..G.GA..TG     

AJ288466  .A..T...G..T.CG....................C.....G...TT-AG--CTGA..TG     

AF155736  .......TG..T.C..................T........G...TT-AG--CTGA..TG     
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BaRex1    ATG---AAGTCAGCAGTGTACAGGGTGAAGAGGAACGGTGCCAAGACTGTTCCCTGAGGG   

BoRex1    GA.---.....T........G......................GC..A........T... 

GQ505952  ...---.............................T.......G...C...........T   

GQ505953  ...---................CT.............---...G.........T.....C  

GQ505951  T.A---.....T..G..............A.....T..C........G.....T..C...     

AJ288470  ...GAG.....T........G........T.....T..G....GC..A........T...     

AJ288475  ...GAG.....T........G......................CC..A........T...     

AJ288478  ...AAG..T..T........G...............A...T..GC..A........T...     

AJ288466  TGCGTG.....T......C.G..............G..A....GA...........CC..     

AF155736  TGTGTG.T...T........G..............G..A....-----.AA...A..---     

 

BaRex1    ACCCCTGTGCTGCTGACCACCCTCTCAGACACGCAGTCCTGTGCCCTCACGTACTGTGGG   

BoRex1    G....C..AA...A.....G.G.G.....G..A...C......A......A........A 

GQ505952  G........T...........A.G........A......CT..T.....CA........T   

GQ505953  .....C.....A.........T.G..T..A.GA......C..........A..T.....T  

GQ505951  G.T.....A..A.A.......AAG........A......C...T......A..T..A..T     

AJ288470  G....A..A....G.....G...G.....G......C......T................     

AJ288475  G.......A....A.....GTG.A.....G..A...C......A......A........A     

AJ288478  G.......A....A.....G.G.G.....G..A...C......A......A........A     

AJ288466  G....C.......A...A...A.G..G...T.A.........AT......A........T     

AF155736  .....-.......A...A...T.G..G...T.A.........AT....G.A.........     

 

BaRex1    TGGTTGGTGAGGTATTCCAGTATCCAGTTTGAGAGGT-GACTAT-CACTCCAACATGGTC  

BoRex1    C.T.CT........G...........C.GG..C.T..G.TGGTC-......CGATA.C.. 

GQ505952  C.............G.....A........G..C....-....G.C.......CTG..T..   

GQ505953  C.............G..............--...---------------...----...-  

GQ505951  C.A.G.........G....TG..........TC.T..-.TGC..C........-T.AA..     

AJ288470  CA..CA........G.............GG..C.T..G.TGGT.......TG...-.C..     

AJ288475  C.T.CT........G...........C.AG..C.T..G.TGGTC......CG.T.-.C..     

AJ288478  C.T.CT........G....A......A.GG..C.T..G.TGGTC......GG.T.-.C..     

AJ288466  C...C.........G.....G.....TGC..T.....G.TGGT....C..TGTGC-....     

AF155736  C.............G.....G.....TGC..T.....G..GGT....C..TGTGC-....     

 

BaRex1    CAGCTTGTCCTTCAGGAGCCCAGGCTGCAT 554                                                

BoRex1    .........TC....A..T.GT.....G.. 554 

GQ505952  ...T..............------------   

GQ505953  G.C--....---------------------  

GQ505951  ...............-..------------    

AJ288470  ...............A..T.TT.....G..     

AJ288475  .........TC....A..T.GT.....G..     

AJ288478  .........TC.......T.GT.....G..    

AJ288466  ..A.......C....A...G.......T..     

AF155736  ..A.......C...AA...G.......T..  

 

Figura 6: Sequências nucleotídicas consenso de região parcial do elemento retrotransponível Rex1 

isolado de Brycon amazonicus (BaRex1) e Brycon orbignyanus (BoRex1) e demais sequências 

nucleotídicas deste retroelemento identificadas em outras espécies de peixes (GQ505952, Hisonotus 

leucofrenatus; GQ505953, Pseudotocinclus tietensis; GQ505951, Otocinclus flexilis; AJ288470, 

Cichlasoma labridens; AJ288475, Oreochromis niloticus; AJ288478, Hemichromis bimaculatus; 

AJ288466, Anguilla japonica; AF155736, Anguilla anguilla). As sequências selecionadas para 

alinhamento nucleotídico apresentaram maiores níveis de similaridade em relação a Rex1 de B. 

amazonicus e B. orbignyanus (Valor > 75,0% para ambas espécies. Vide Tabela 1). 
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BaRex3    CGGTGATAAAGGGCAGCCCTGACGGAGTCCAACCCCCACTGAAAACCAGTCCGACTTATT   

BoRex3    .....................G.....C...T.A.....C.G....G......G...... 

AJ621035  ......C..............G...................GG...G...T.......C.  

AJ400446  ------------------------.........ATG.....GG...A....T......C. 

AJ400452  -------------------------------------------...A....T......C. 

AJ400382  ------------------------.........T.T...C.G...TG..C........C.  

AJ400440  ------------------------------------------------------------ 

GQ505956  ------------------------------------------------------------ 

AJ400369  ------------------------...C...T.A.....CAG....G............. 

HM535302  -----------------------------------....A.G...NG.............  

AJ400374  ------------------------.........A.....A.G....G.A........... 

FJ687588  ------------------------.........A.....A.G....G....N..N.....  

AF125981  ......C..............G...........T.T...C.G....G..C........C. 

AJ400383  -------------------------........T.T...C.G....A..C........C.  

AJ400400  ------------------------.........T.T...C.G....G..C........C.  

AJ400366  ------------------------.........A.G.....G....A.A..T........ 

AJ400456  ------------------------------------------------------------ 

HM236164  ----..C..............G...........T.T.....G...AGG.CTT..T..-C.                    

           

BaRex3    ACCGGCAATGCGGACCAGGCTCCTG-CTCC-GTTCGTATAGGGA-CTGGGTGGCCCATAG   

BoRex3    G...........A....AA...T.A-.AA.G...-.........-TC.AA......G... 

AJ621035  G................A...-...A.A..G...-...C..A..G.-..ACA.-..-.-.   

AJ400446  G..........A.....A.......-..T.G...-T..C.....C..-.ACA....T... 

AJ400452  G.T.........A....A.......-....A..-....C.....A.-..A.A....-.-- 

AJ400382  G.................A..-...A.A..G..-....C.....C..-.ACA.......- 

AJ400440  -...........A..ACA.......-....G...-A..C.....C.-..ACA....T...     

GQ505956  --....C.....A....AA-....A-....GC..-...C.....-...AA......G...     

AJ400369  G..A........A....AA...T.A-.AA.G...-.........-TC.AA......G... 

HM535302  G.....N..........A....TC.-..G.A...-...C.....-...AA......GN.A 

AJ400374  ......T..A.......A....TCA-..GTG...-...C.A...-...AA......GC.A 

FJ687588  G.......NA.......A....TC.-..G.G...-...C.....-...AA......GC.A 

AF125981  G.................A...-..A.A..G..-.A..C.....C...-ACA....G..T 

AJ400383  G.................A...-..A.A..G..-....C.....C...-ACA.......T 

AJ400400  G.................A...-..A.A..G..-.A..C.....C...-ACA....G..T 

AJ400366  G.....G.....A.....A.....A-...T-....A.GC.....-.GA.AC.....-.-- 

AJ400456  ------....T.A..AGA...TT..-....-.AGTA..C.....-.C.AA...AA.GC.- 

HM236164  G....................TTGA-.A..G...-...C.....-.C.AACA....T..T 

 

BaRex3    TAA-A-GA-G-CC-ACATATCCCATATTCCCGGAGCACTCCCCACAGGA-TACCACAAGG   

BoRex3    C..-T-.G-.-..-.G.C.C......C.....C.A...CT.........-C...C.G... 

AJ621035  ...C.G..G.C..G...-C.-.....C........T..C.....G....C.-..C.G...   

AJ400446  C..-.G..--C..-.GGAC-............A.....C.T.....A..-.G..G.G... 

AJ400452  ...C.G-.G.G..CCGGAC-......C...........C..........C-G..G.G... 

AJ400382  .C.A.G.--.-..C-GG..C......C........A..CN......A.G-CC..C.TG.. 

AJ400440  C..AGG.---C..C-GG-.C......C....A..............AAGC-G..C.GG..     

GQ505956  ...--G..-.-..-.TG..C......C..G..A.....C.T.....AA.-....C.G...     

AJ400369  C..-T-.G-.-..-.G.C.C......C.....C.A...CT.........-C...C.G... 

HM535302  C..-C-.G-.-..-.G.C.C......C.....C.....CT.........-.N..C.G... 

AJ400374  C..-C-.G-.-..-.G.C.C......C.....C..A..CT....A....-C...C.G... 

FJ687588  C..-T-.G-.-..-.G.C.C......C.....C.....CT.........-....C.G... 

AF125981  C..-.-.G-.-..-CGG..C......C........A..C.........G-CT..C.G... 

AJ400383  C..-.-.G-.-..-CGG..C......C........A..C.......A.G-CC..C.TG.. 

AJ400400  C..-.-.G-.-..-CGG..C......C........A..C.........G-CT..C.G... 

AJ400366  C..C.-..TTG..-T.TG.C......C....C......C.T.T....A.-.G..G.G... 

AJ400456  --.C.-.NNNNNNC-G.C.C..T.A.C....AC.....CT......A..-....C.GG.. 

HM236164  C.---G.GG.T..--GG..C......C...........C..........-.T..C.G... 
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BaRex3    GACACGGTCAAATGCCTTCTCCAAATCCACAAAACACATGTGGACTGGTTGGGCAAACTC   

BoRex3    .........G..............G................A.................. 

AJ621035  .........G..................................T...............   

AJ400446  .....T...G.................................................. 

AJ400452  ....TA.......T..............................T............... 

AJ400382  .........G..C...........N................A...C........G..... 

AJ400440  C........G.............G.........G..........................     

GQ505956  A....A...G..............G........G.......A..................     

AJ400369  .........G..............G................A.................. 

HM535302  ...G.....G..............G................AA.....A..T........ 

AJ400374  .........G..............G........G.......A.................. 

FJ687588  ...G.....G........N.....G................A......A........... 

AF125981  .........G..C...........G................A............G..... 

AJ400383  ........TG..C...........G................A...C........G..... 

AJ400400  .........G..C...........G................A............G..... 

AJ400366  .....AA.............T...G..........................C...T.... 

AJ400456  A......C.CT.C............................A..T...A.AA........ 

HM236164  .........G..C.....T.....G................A.................. 

 

BaRex3    CCATGCGCCCTCCAGGACCCTGGC-GAGGGTAAAGAGCTGGTCCAGTGTTCCACGGCCGG   

BoRex3    ......A.....A..T.T...C.A-....A......................G..A..A. 

AJ621035  ......A.....A.........-.T......GT............C.........T..A.   

AJ400446  .....AA.......AC....C.TA-.......T.........................C. 

AJ400452  .....AA....T...C....C..-T.......T.A.T..T.......T.......A.... 

AJ400382  ......A...............-.T......GT......................A..A. 

AJ400440  .....AA.....N.NC....GATG-...A...T......................A....     

GQ505956  .....AA.....G....T....AA-...A..........................A..A.     

AJ400369  ......A.....A..T.T...C.A-....A......................G..A..A. 

HM535302  ...C..C.A...G.AN.N...C.A-....A.N..............C........A..A. 

AJ400374  ......A.A...G.AT.T...T.A-....A................C........A..A. 

FJ687588  ...C..A.A...N.AN.T...C.A-....A................N.....N..A..A. 

AF125981  ......A...............C.-......GT..................G...A..A. 

AJ400383  ......A...............CT-......GT......................A..A. 

AJ400400  ......A...............C.-......GT......................A..A. 

AJ400366  .....AA.....G..C.......T-.......T................A........C. 

AJ400456  ......C.....A.AT.T.TGT.A-.........A........TGT........AA..T. 

HM236164  ......A..........TT...CT-A.....GT............C......G..A..A.  

 

BaRex3    GATGAAACCCGCATTGTTCCTCCTGAATCCGAGATTCGACTATGAGCCGGACTCTCTTCT   

BoRex3    ..C....A.................T.......G........ACG.A..A......C.T. 

AJ621035  ..C....A..A..C...............T...G.........CC.G.....C...C...   

AJ400446  ..C....A..A..C...................G...T.....CG....T.T....C... 

AJ400452  ..C....A..A...................A..G.........TG....A.T....C... 

AJ400382  ..C....A..A..C..C..T.............G.........CC.A.....C...C... 

AJ400440  ..C....A..A.TC..C................G.........CG.A..A.T....C...     

GQ505956  ..C....T.........C.....A...................C................     

AJ400369  ..C....A.................T.......G........ACG.A..AA.....C.T. 

HM535302  ..C....A.....................N...G.........CG.A.....C...C.T. 

AJ400374  ..C....A...........T.............G........ACG.A..C..C...C.T. 

FJ687588  ..C....A....A.........T......T...G........AC..A.....C...C.T.  

AF125981  ..CA...G..A..C..C..T.............G.........CC.A.....C....... 

AJ400383  ..C....A..A..C..C..T.............G.........CC.A.....C...C... 

AJ400400  ..C....A..A..C..C..T.....G.......G.........CC.A.....C...C... 

AJ400366  ..C....A.................G....T..G...A..C..TG......TC...C... 

AJ400456  ..C......TG.............A....T...G.C.A..C..CG...AA.GC.G.C.N. 

HM236164  ..C....A..A..C...................G..T......CC.A.....C...C... 
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BaRex3    CCAGTACCCCGGCATAGACCTTTCCAGGGAGGCTGAGAAGTGTGATCCCCCTATAGTTTG   

BoRex3    ....C....T.........T..C..............G..............G.....G. 

AJ621035  ..........T.A.........C..............G....................G.   

AJ400446  ....A....T.........T..C..G................................G. 

AJ400452  .........T.........T..C.....C......GAG..............G.....G. 

AJ400382  ....G.....T.A.........A...........T.AG.......C......G..A..G. 

AJ400440  .........T..A.........A..G.......................T..G.GA..G.     

GQ505956  ..........T........T..A........A..............T..T..G..A..G.     

AJ400369  ....C....T.........T..C..............G..............G.....G. 

HM535302  ....C....T............A..G...........G...........T.G......G. 

AJ400374  ....C....T............A..G...........T.............G.A....G. 

FJ687588  ....C....T............A..G...........G.............G......G. 

AF125981  ....G....CT.A.........G...........T.AG.......C...T.....A..G. 

AJ400383  ....G.....T.A.........A...........T.AG.......G......G..A..G. 

AJ400400  ....G.....T.A.........G...........T.AG.......C...T.....A..G. 

AJ400366  ....A...TG.........T..C..C......T....G....................G. 

AJ400456  ....C.T.TTA........T..C......C....A..G...A.........G...A..G. 

HM236164  ....A.....C.A......T.................G...........T..G....--. 

 

BaRex3    AGCACACTCTCCGGTCCCCATTCTTAAAAAGGGGGACCACCACCCCCGTCTGCCA  465 

BoRex3    .A.....C........T..C........G.T........................  465 

AJ621035  .A....TC...........C...........A..............G........   

AJ400446  .A.....C...........C...........------------------------ 

AJ400452  .A.C...C...........C.....G.....------------------------ 

AJ400382  .......C...........C..T.....C.....---------------------  

AJ400440  .A.....C...........C......-----------------------------     

GQ505956  .A.....C...........T...........A..C.......-............   

AJ400369  .A.....C...T....T..C........G.T...--------------------- 

HM535302  .A.....C...........C........G.T...............T..N..T.. 

AJ400374  .......C........T..C........G.T...--------------------- 

FJ687588  .......C.....N..T..C.......G.TT...A-------------------- 

AF125981  .......C...........C..T..G..C.................A........ 

AJ400383  .......C...........C..T.....C.....--------------------- 

AJ400400  .......C........T..N..T..G..C.....--------------------- 

AJ400366  .......C...........C..........T...--------------------- 

AJ400456  .A.....C.K..A......C.........T...---------------------- 

HM236164  .A.....C----------------------------------------------- 

 

Figura 7: Sequências nucleotídicas consenso de região parcial do elemento retrotransponível Rex3 

isolado de Brycon amazonicus (BaRex3) e Brycon orbignyanus (BoRex3) e demais sequências 

nucleotídicas deste retroelemento identificadas em outras espécies de peixes (AJ621035, Tetraodon 

nigroviridis; AJ400446, Esox lucius; AJ400452, Cyprinus carpio; AJ400382, Poecilia formosa; 

AJ400440, Siniperca chuatsi;  GQ505956, Corumbataia cuestae; AJ400369, Oreochromis niloticus; 

HM535302, Geophagus surinamensis; AJ400374, Cichlasoma labridens; FJ687588, Cichla kelberi; 

AF125981, Xiphophorus maculatus; AJ400383, Poecilia latipinna; AJ400400, Xiphophorus helleri;  

AJ400366, Danio rerio; AJ400456, Anguilla anguilla; HM236164, Polypterus ornatipinnis). As 

sequências selecionadas para alinhamento nucleotídico apresentaram maiores níveis de similaridade em 

relação a Rex3 de B. amazonicus e B. orbignyanus (Valor >75,0% para ambas espécies, com exceção 

das variações Rex3b e Rex3c de Xiphophorus maculatus. Vide Tabela 2). 
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BoRex6     AAAGCATACATGGAGCGCCACAACCAA-GTGTCCAGCAT-AGTATACAG-AAACATTTGT   

HM535303   ----------------------------------------------...G..-...C... 

AJ293545   ------------------------------------------------------------ 

HM535301   --------------------------------------------.....G.N-..NC... 

AJ293549   ------------------------------------------------------------ 

FJ687589   ...A.....N......T..........N...N..G..NNN.T.....C.G......N...   

AB465503   .......................T...-...G.TG.-.AT.A.......G..-...G...   

 

BoRex6     GCCGAGTATGGCCTGGAAG-TCCCGAGG-TCAAAATGGGAGACGCCC-CCTAGGGTGGTT   

HM535303   .........AA........-........-.............T....-..A........G   

AJ293545   ------------.......T...-....-..................-..A........G   

HM535301   ..........A........-....-.N.A....NG.....T......-..A.....N...   

AJ293549   ------------.......TC..-....-..................-..A.........   

FJ687589   .....NN-.N.N.......G......N.A...N.N...-.T......N..A.AA...N..   

AB465503   ..A..A....AA......ACC..-A...-...........A..A..-T..G.A......A   

 

BoRex6     GAGAATAATTGAA-CTAAGATCCCGTGGGACTTCAAGATACAGACGGACAAAATGGTGGT   

HM535303   ......G.CC..G-.........T....................................   

AJ293545   ......G.CC..G-.........T..........C..........A.........C....   

HM535301   ........CA..G-.........T..........C..........A.....GC.T...A.   

AJ293549   .....CT.CA..G-.........T..........C..........A......C.T.....   

FJ687589   ....NC..CN..GG........NT......N...C..........A..T.G.C.T...A.   

AB465503   ......G.GA.GG-.A.......T..........C....C.....T..T.GG.....AA.   

 

BoRex6     GGCTAACCAACCGGACATAGTGGTGTTAGACAAGCAGAAGAAGACGGCCATAGTGATAAA   

HM535303   .................................A...............G.......CG.   

AJ293545   .........................G.......A...............G.......CG.   

HM535301   ..................C..A...G.G.....N..N.G.....AA.N.G........G.   

AJ293549   ..................C..A...G.G.....A..A.G.....AA.T.G.G......G.   

FJ687589   ...G..............C..A...G.G.....A..AGG......A.T.G........G.   

AB465503   ...A........A.....T..A...G.G..T..AG.AC...G..AA...G.T...G.GG.   

 

BoRex6     TGTAGCCATACTGAATGACAGCAACATCAGGAAGAAGGAACACAAGGAGCTCTTGAAGTA   

HM535303   ......GG.T.C............T..................G..A....GGA...A..   

AJ293545   ......GG.T.C............T..................G..A....GGA...A.G   

HM535301   C..T..A....CA.G....G.N.....................G..A....GGAT..A..   

AJ293549   CA.T..A....CA.G......G.......A.............G..A....TGAC..A..   

FJ687589   C..T..G....CA.G....G......................TG..A....TGAT..A..   

AB465503   ...G..AG.G.CA.GC..TG.A....................TG..A.A..GGA...A..   

 

BoRex6     CCAAGGGCTCA-AGAA-----------GATGTGGAGGATGAAG------GTGGTCCCAGT   

HM535303   ...........G....GAGCTCGAGAG..........G.....GTAACG........C..   

AJ293545   ...........G....GAGCTCGAGAG..........G.....GTAACC........C..   

HM535301   ...G.......G...GGAGCTGGAAAG........A.......GTAACG........C..   

AJ293549   –..---------------GCTGGAAAG........A.......GCAACA........C..   

FJ687589   ..T........G...GCCAAGGGCTCA..-.AA..AC-..G.AAGGA-T....AAAAT.A   

AB465503   ...G..A....G....GAACTGGAGAAAGCC....AAG.....GTGACA.....G..T..   

 

BoRex6     GGGAAGCAGAGCACTAG-------GACTCCCAAGCTA-----GTGGCTCCAGCAGATCCC   

HM535303   ..T..T.G.........GTGCGGT.............GGCGA..................   

AJ293545   ..T..T.G.........GTGCAGT...CT........ATCAA..................   

HM535301   ..T..T.G..A....C.GGGCAGT...C.....A..GGGAGA...............-T.   

AJ293549   ..T..T.G..A....C.GGGCAGT...C......T.GGGAGA...............T..   

FJ687589   ..TG.CTG.TA-.T.-.GAACACTCGGGG.AGT.ACCCCCAA......A........T..    

AB465503   ..T..TTG.......C.GGGCAGTA..C.....C..GGAGGA......A..A.....A..   

 

BoRex6     AGGAACAACATCCAAGAGATCTCTGTCCAGTAGAGCGCAGTCCGAGGAACAGCTGAGATA   

HM535303   G....T......--G...............A............TG.........A.....   

AJ293545   ....T........--...............A............T........T.A.....   

HM535301   T..N..G.....--T..............NA............TG.........A.....   

AJ293549   T............--...............A........A.A.TG.........A.....   

FJ687589   T....T......--T...............A........A.A.TG.........A.....   

AB465503   T....AG..C..--...CC....A......A.A........G.T..........A.....   

 

 

 

 

 



35 
 

BoRex6     CTGCGCAGGACCCTCAAGCTCCCAGGCCTCTGGTAGAGGACC  485 

HM535303   ...................................-------   

AJ293545   ....................----------------------   

HM535301   ..........................T.......TA.A....   

AJ293549   ....................----------------------  

FJ687589   ...T......................................   

AB465503   ..........................................   

 

Figura 8: Sequência nucleotídica consenso de região parcial do elemento retrotransponível Rex6 

isolado de Brycon orbignyanus (BoRex6) e demais sequências nucleotídicas deste retroelemento 

identificadas em outras espécies de peixes (HM53303, Melanochromis auratus; AJ293545, 

Oreochromis niloticus; HM535301 Crenicichla sp.; AJ293549, Cichlasoma labridens; FJ687589 

Cichla kelberi; AB465503, Oryzias latipes). As sequências selecionadas para alinhamento 

nucleotídico apresentaram maiores níveis de similaridade em relação a Rex6 de B. orbignyanus 

(Valor ≥ 74,0%. Vide Tabela 3). 
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BaRex3    AAACCAGTCCGACTTATTACCGGCAATGCGGACCAGGCTCCTG-CTCCGTTCGTATAGGG 

BoRex3    ....G.............G...........A....AA...T.A-.AA..G.T........ 

GU989321  ....AGA.TG......C.G.A....TACT.A.....A....GTG...T...T...C...- 

 

BaRex3    ACTGGGTGGCCCATAGTAA-AGAG-CCACATATCCCATATTCCCGGAGCACTCCCCACAG 

BoRex3    .TC.AA......G...C.G-T.G.-...G.C.C......C.....C.A...CT....... 

GU989321  .....A.A..T.G..ACG.A....C...-G..C......C.....A.....C........  

 

BaRex3    GATACCACAAGGGACACGGTCAAATGCCTTCTCCAAATCCACAAAACACATGTGGACTGG 

BoRex3    ..C...C.G............G..............G................A......  

GU989321  A.....C.G............G.............G.................--..... 

 

BaRex3    TTGGGCAAACTCCCATGCGCCCTCCAGGACCCTGGCGAGGGTAAAGAGCTGGTCCAGTGT  

BoRex3    ..................A.....A..T.T...C.A....A...................  

GU989321  ...A..............A..........T...A.....................T.... 

 

BaRex3    TCCACGGCCGGGAT--GAAACCCGCATTGTT-CC-TCC-TGAA-TCCGAGATTCG-ACTA  

BoRex3    ...G..A..A...C--....A..........-..-...-..T.-......G....-....  

GU989321  ......A.....GGCG...T..GA.......T..C...C..G.T.....CG...AA....  

 

BaRex3    --T---GAGCCGGACTCTCTTCT-CCA-G-TA-CCCCGGCAT--AGA-CCTTTCCAGGGA 

BoRex3    A-----CG.A..A......C.T.-...-.-C.-...T.....--...-.T..C.......  

GU989321  AT.CAA..T.G............T...A.T..A....CC...TT.A.A..C..TA.CC.G 

 

BaRex3    GG----CT--GAGAAGTGTGA-TCCCCCTATAGTTTG-AG-CACACTCTCCGGT-CCCCA  

BoRex3    ..----..--...G.......-.......G.....G.-.A-.....C.......-.T..C  

GU989321  ..GAAGG.TA.....T.....A.......TATTG...G.AA.....C..T..A.T....C 

 

BaRex3    --TTCTT-AAAAAGGGGG-ACC   406 

BoRex3    --.....-...G.T....-...   406 

GU989321  CC..T..G..........A...   438 

 

Figura 9: Sequências nucleotídicas consenso de um segmento do elemento retrotransponível Rex3 

isolado de Brycon amazonicus (BaRex3) e Brycon orbignyanus (BoRex3) e de Rex3 isolado de 

Erythrinus erythrinus (GU989321, Cioffi et al., 2010). 
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Tabela 1: Níveis de similaridade entre o elemento Rex1 isolado de Brycon amazonicus e Brycon orbignyanus e 

sequências nucleotídicas depositadas no banco de dados NCBI. 
 

Espécie Família Ordem 
Elemento 

transponível 

Nº de 

acesso no 

Gene Bank 

Nível de similaridade 

Brycon 

amazonicus 

Brycon 

orbignyanus 

Anguilla 
anguilla 

Anguillidae Anguilliformes 

Rex1 AF155736 75,1% 79,1% 

Anguilla 
japonica 

Rex1 AJ288466 75,6% 80,1% 

Fundulus sp. Fundulidae 

Cyprinodontiformes 

Rex1 AJ288485 69,5% 78,7% 

Xiphophorus 
maculatus 

Poecillidae Rex1 AJ288447 70,1% 71,8% 

Astronotus 

ocellatus 

Cichlidae 

Perciformes 

Rex1 HM535304 72,1% 86,9% 

Cichla kelberi Rex1 FJ687587 73,5% 88,8% 

Cichlasoma 
labridens 

Rex1 AJ288470 76,6% 91,4% 

Hemichromis 
bimaculatus 

Rex1 AJ288478 75,7% 95,7% 

Oreochromis 
niloticus 

Rex1 AJ288475 75,7% 98,7% 

Dissostichus 
mawsoni 

Nototheniidae 

Rex1 AY331101 75,0% 77,5% 

Notothenia 

coriiceps 
Rex1 AY331095 73,3% 77,9% 

Trematomus 

newnesi 
Rex1 AY331098 73,1% 79,1% 

Hisonotus 
leucofrenatus 

Loricariidae Siluriformes 

Rex1 GQ505952 83,9% 76,5% 

Otocinclus 
flexilis 

Rex1 GQ505951 75,6% 76,4% 

Pseudotocinclus 
tietensis 

Rex1 GQ505953 80,3% 75,2% 
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Tabela 2: Níveis de similaridade entre o elemento Rex3 isolado de Brycon amazonicus e Brycon orbignyanus e 

sequências nucleotídicas depositadas no banco de dados NCBI. 

 

Espécie Família Ordem 
Elemento 

transponível 

Nº de 

acesso do 

Gene Bank 

Nível de similaridade 

Brycon 

amazonicus 

Brycon 

orbignyanus 

Anguilla 
anguilla 

Anguillidae Anguilliformes Rex3 AJ400456 80,6% 78,6% 

Erythrinus 
erythrinus 

Erythrinidae Characiformes Rex3 GU989321 73,9% 70,3% 

Cyprinus carpio 

Cyprinidae Cypriniformes 

Rex3 AJ400452 84,4% 85,3% 

Danio rerio Rex3 AJ400366 82,3% 81,9% 

Poecilia formosa 

Poecillidae Cyprinodontiformes 

Rex3 AJ400382 81,8% 83,9% 

Poecilia 
latipinna 

Rex3 AJ400383 81,4% 83,4% 

Xiphophorus 
helleri 

Rex3 AJ400400 81,8% 84,2% 

Xiphophorus 
maculatus 

Rex3 AF125981 82,8% 84,3% 

Xiphophorus 
maculatus 

Rex3b AF125982 81,7% 84,3% 

Xiphophorus 

maculatus 
Rex3c AF125983 81,7% 83,2% 

Esox lucius Esocidae Esociformes Rex3 AJ400446 84,2% 83,1% 

Cichla kelberi 

Cichlidae 

Perciformes 

Rex3 FJ687588 82,4% 89,6% 

Cichlasoma 
labridens 

Rex3 AJ400374 81,4% 89,9% 

Geophagus 
surinamensis 

Rex3 HM535302 82,2% 89,7% 

Oreochromis 

niloticus 
Rex3 AJ400369 82,5% 99,0% 

Siniperca chuatsi Percichthyidae Rex3 AJ400440 82,2% 81,1% 

Polypterus 

ornatipinnis 
Polypteridae Polypteriformes Rex3 HM236164 84,2% 84,3% 

Corumbataia 
cuestae  

Loricariidae Siluriformes Rex3 GQ505956 84,9% 84,9% 

Tetraodon 
nigroviridis 

Tetraodontidae Tetraodontiformes Rex3 AJ621035 84,2% 85,8% 
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Tabela 3: Níveis de similaridade entre o elemento Rex6 isolado de Brycon orbignyanus e sequências nucleotídicas 

depositadas no banco de dados NCBI. 

 

 

Espécie 

 

Família 

 

Ordem 

Elemento 

transponível 

Nº de 

acesso no 

Gene Bank 

Nível de similaridade 

Brycon orbignyanus 

Oryzias latipes Adrianichthyidae Beloniformes Rex6 AB465503 74,0% 

Poecilia 

formosa 

 

 

 

 

Poecillidae 

 

 

 

 

Cyprinodontiformes 

Rex6 AJ293538 73,1% 

Heterandria 
bimaculata 

Rex6 AJ293539 72,6% 

Poeciliopsos 
gracilis 

Rex6 AJ293523 72,4% 

Gambusia 
affinis 

Rex6 AJ293529 72,2% 

Xiphophorus 
maculatus 

Rex6 AJ293517 71,5% 

Astronotus 

ocellatus 

 

 

 

 

Cichlidae 

 

 

 

 

Perciformes 

Rex6 HM35309 73,5% 

Cichla kelberi Rex6 FJ687589 76,0% 

Cichlasoma 

labridens 

Rex6 AJ293549 78,1% 

Crenicichla sp. Rex6 HM535301 78,0% 

Melanochromis 

auratus 

Rex6 HM535303 84,1% 

Oreochromis 
niloticus 

Rex6 AJ293545 83,0% 
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4.2  Localização cromossômica de retroelementos da família Rex 

Com o propósito de verificar a distribuição de elementos da família Rex em espécies 

de Brycon, cromossomos metafásicos de diferentes exemplares de B. amazonicus e B. 

orbignyanus foram obtidos, evidenciando um número diplóide de 50 cromossomos (Figura 

10). Lâminas que continham maior número de metáfases de melhor qualidade foram 

posteriormente utilizadas em experimentos de hibridação in situ fluorescente (FISH) 

utilizando fragmentos de DNA correspondentes aos elementos retrotransponíveis Rex1, Rex3 

e Rex6 como sondas. De forma a comprovar a eficiência da técnica de FISH, controles 

positivos utilizando sonda de DNAr 18S isolado de Brycon amazonicus foram realizados, 

evidenciando marcações fluorescentes na região terminal do braço longo de dois 

cromossomos submetacêntricos de maior tamanho para ambas espécies (Figura 11). A 

distribuição dos sítios de DNAr 18S corresponde ao padrão já descrito para B. amazonicus e 

B. orbignyanus (Wasko e Galetti, 2000).  

Nenhuma marcação fluorescente de grande intensidade foi detectada em sítios 

específicos dos cromossomos de B. amazonicus e B. orbignyanus por meio de hibridações 

com sondas correspondentes a segmentos de Rex1 e Rex3; somente marcações de menor 

intensidade puderam ser visualizadas. Em relação a Rex6, não foi observada qualquer 

marcação fluorescente, mesmo de pequena intensidade, nos cromossomos de ambas espécies 

em estudo. A ausência de grandes sítios de elementos Rex1 e Rex3 em regiões específicas dos 

cromossomos e a total ausência de sinais de hibridação associados a Rex6 em B. amazonicus e 

B. orbignyanus foram observadas independentemente de alterações nos protocolos de 

marcação da sonda e de hibridação, especialmente relacionadas à quantidade de sonda 

utilizada, condições de estringência e amplificação do sinal de hibridação. 

Sinais fluorescentes dispersos e fracos, associados a Rex1 e Rex3 puderam ser 

visualizados em posições intersticiais dos braços curtos e longos de diversos cromossomos, 

especialmente em regiões pericentroméricas (Figura 12). Marcações fluorescentes foram 

também detectadas, de modo disperso, em núcleos interfásicos (Figura 12 b, c). Os resultados 

indicam que Rex1 e Rex3 apresentam um padrão de localização cromossômica do tipo 

disperso ao longo de diversos cromossomos. Além disso, repetições Rex1 apresentaram-se 

mais evidentes e localizadas em regiões centroméricas e pericentroméricas de alguns pares 

cromossômicos (Figura 12 a, c). 

Um levantamento de dados acerca do mapeamento físico cromossômico de 

retrotransposons da família Rex indicou que, até o momento, foram descritos os padrões de 
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localização cromossômica destes elementos em 35 espécies de peixes (Tabela 4). O padrão de 

distribuição de repetições Rex1 e Rex3 nos cromossomos de B. amazonicus e B. orbignyanus 

é similar ao observado em outras espécies de peixes, como Erythinus erythrinus (Cioffi et al., 

2010), Eigenmania sp.2 (Sene, 2011), Chaetobranchus flavescens (Valente et al., 2011), 

Cichla kelberi (Teixeira et al., 2009), Astatotilapia latifasciata (Valente et El., 2011; 

Fantinatti et al., 2012), Stanoperca jurupari (Valente et al., 2011) e Notothenia coriiceps 

(Ozouf-Costaz et al., 2004), em que estes elementos encontram-se, de modo geral, dispersos 

nos cromossomos, além de agrupados em regiões heterocromáticas pericentroméricas de 

alguns cromossomos (Tabela 4). 

Embora sítios de Rex6 dispersos e/ou associados a regiões de heterocromatina tenham 

sido identificados em ciclídeos, como Astronotus ocellatus, Cichla kelberi, Chaetobranchus 

flavescens, Astatotilapia latifasciata, Hemichromis bimaculatus, Herus efasciatus, 

Malenochromis auratus, Oreochromis niloticus e Satanoperca jurupari (Mazzuchelli e 

Martins, 2009; Teixeira et al., 2009 Valente et al., 2011), este retroelemento não pôde ser 

localizado nos cromossomos de B. amazonicus e B. orbignyanus com a técnica de FISH 

utilizada. 
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Figura 10: Cromossomos metafásicos de Brycon amazonicus (a) e Brycon orbignyanus (b). 

Coloração Giemsa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 11: Hibridação in situ fluorescente em cromossomos metafásicos de Brycon 

orbignyanus (a) e Brycon amazonicus (b) utilizando como sonda um fragmento de DNAr 18S 

isolado de B. amazonicus. As setas indicam os sítios deste DNA ribossomal. Barra = 3µm. 
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Figura 12: Hibridação in situ fluorescente em cromossomos metafásicos de Brycon 

orbignyanus (a, b) e Brycon amazonicus (c, d). Fragmentos de DNA correspondentes 

aos retrotransposons Rex1 (a, c) e Rex3 (b, d) foram utilizados como sondas. Barra = 

3µm. 
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Tabela 4: Padrão de distribuição cromossômica de retrotransposons da família Rex em espécies de peixes. 

 

Espécie Família Ordem Elemento 

transponível 

Localização 

cromossômica 

Referência 

Brycon amazonicus  

 

Characidae 

 

 

 

 

Characiformes 

Rex1, Rex3 disperso (Rex1 e Rex3) 

regiões heterocromáticas 

pericentroméricas (Rex1) 

Presente trabalho 

Brycon orbignyanus Rex1, Rex3 disperso (Rex1 e Rex3) 

regiões heterocromáticas 

pericentroméricas (Rex1) 

Presente trabalho 

Erythrinus 

erythrinus 

 

Erythrinidae 

Rex3 disperso  

regiões heterocromáticas 

centroméricas e 

pericentroméricas 

Cioffi et al. (2010) 

Eigenmania sp.1  

 

 

Sternopygidae 

 

 

 

Gymnotiformes 

Rex1, Rex3 disperso Sene (2011) 

Eigenmania sp.2 Rex1, Rex3 disperso 

regiões heterocromáticas 

Sene (2011) 

Eigenmania cf. 

trilineata 

Rex1, Rex3 disperso Sene (2011) 

Eigenmania 

virescens 

Rex1, Rex3 disperso Sene (2011) 

Artedidraco 

shackletoni 

Artedidraconidae  

 

 

 

 

 

 

 

 

Perciformes 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rex1, Rex3 disperso Ozouf-Costaz et al. 

(2004) 

Gymnodraco 

acuticeps 

 

Bathydraconidae 

Rex1, Rex3 disperso Ozouf-Costaz et al. 

(2004) 

Gymnodraco victori Rex1, Rex3 disperso Ozouf-Costaz et al. 
(2004) 

Bovichtus 

angustifrons 

Bovichtidae Rex1, Rex3 disperso Ozouf-Costaz et al. 

(2004) 

Chionodraco 

hamatus 

 

Channichthyidae 

Rex1, Rex3 disperso 

cromossomo Y 

Ozouf-Costaz et al. 

(2004) 

Neopagetopsis 

ionah 

Rex1, Rex3 disperso Ozouf-Costaz et al. 

(2004) 

Astatotilapia 

latifasciata 

(identificada como 
Haplochromis 

obliquidens) 

 

 

 

 

Cichlidae 

 

 

 

 

Rex1, Rex3, 

Rex6 

disperso 

regiões heterocromáticas 

pericentroméricas 

par no. 1 

Valente et al. (2011) 

Astatotilapia 

latifasciata 

Rex1, Rex3 disperso 

regiões heterocromáticas 

pericentroméricas 

par no. 1 

cromossomo 

supernumerário 

Fantinatti et al. (2012) 

Astronotus Rex1, Rex3, regiões heterocromáticas Mazuchelli e Martins 
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ocellatus  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cichlidae 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Perciformes 

Rex6 pericentroméricas (2009) 

Chaetobranchus 

flavescens 

Rex1, Rex3, 

Rex6 

disperso 

regiões heterocromáticas 

pericentroméricas 

Valente et al. (2011) 

Cichla kelberi Rex1, Rex3, 
Rex6 

disperso 

regiões heterocromáticas 

pericentroméricas 

regiões eucromáticas 

Teixeira et al. (2009) 

Hemichromis 
bimaculatus 

Rex1, Rex3, 
Rex6 

regiões heterocromáticas 
pericentroméricas 

Valente et al. (2011) 

Heros fasciatus Rex1, Rex3, 

Rex6 

regiões heterocromáticas 

pericentroméricas 

Valente et al. (2011) 

Melanochromis 
auratus 

Rex1, Rex3, 
Rex6 

regiões heterocromáticas 
pericentroméricas 

Valente et al. (2011) 

Oreochromis 

niloticus 

Rex1, Rex3, 

Rex6 

disperso 

regiões heterocromáticas 

pericentroméricas 

par no. 1 

Valente et al. (2011) 

Satanoperca 

jurupari 

Rex1, Rex3, 

Rex6 

disperso 

regiões heterocromáticas 

pericentroméricas  

Valente et al. (2011) 

Symphysodon 
aequifascistus 

Rex3 regiões heterocromáticas 
pericentroméricas 

Gross et al. (2009) 

Symphysodon 

discus 

Rex3 regiões heterocromáticas Gross et al. (2009) 

Symphysodon 

haraldi 

Rex3 regiões heterocromáticas Gross et al. (2009) 

Dissostichus 

mawsoni 

 

 

 

 

 

 

 

Nototheniidae 

Rex1, Rex3 disperso Ozouf-Costaz et al. 

(2004) 

Notothenia 
coriiceps 

Rex1, Rex3 disperso (Rex1) 

regiões heterocromáticas 

pericentroméricas (Rex3) 

Ozouf-Costaz et al. 
(2004) 

Patagonotothn 
tessellata 

Rex1, Rex3 disperso Ozouf-Costaz et al. 
(2004) 

Trematomus 

bernacchii 

Rex1, Rex3 disperso Ozouf-Costaz et al. 

(2004) 

Trematomus 
hansoni 

Rex1, Rex3 disperso Ozouf-Costaz et al. 
(2004) 

Trematamus 
newnesi 

Rex1, Rex3 disperso Ozouf-Costaz et al. 
(2004) 

Trematomus 
pennellii 

Rex1, Rex3 disperso Ozouf-Costaz et al. 
(2004) 
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Hisonotus 

leucofrenatus 

 

 

Loricariidae 

 

 

 

Siluriformes 

 

 

 

Rex1, Rex3 disperso Ferreira et al. (2011) 

Paratocinclus 

maculicauda 

Rex1, Rex3 disperso Ferreira et al. (2011) 

Paratocinclus 
tientensis 

Rex1, Rex3 disperso Ferreira et al. (2011) 

Steindachneridion 

melanodermatum 

Pimelodidae Rex3 regiões heterocromáticas Matoso et al. (2011) 

Tetraodon 

nigroviridis 

Tetraodontidae Tetraodontiformes Rex1, Rex3 regiões heterocromáticas Silva et al. (2002), 

Bouneau et al. (2003), 
Fischer et al. (2004) 
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5  DISCUSSÃO  

 Os retrotransposons da família Rex, primeiramente isolados de Xiphophorus, 

correspondem a repetições não-LTRs que têm se mantido ativas durante a evolução de 

diferentes linhagens de peixes (Volff et al., 2000). Com base em suas estruturas, Volff et al. 

(1999, 2000, 2001), evidenciaram que o retroelemento Rex1 é correlacionado a LINES CR1 

(Chicken Repeat) - encontrados no genoma de invertebrados (Drew e Brindley, 1997), peixes 

(Poulter et al., 1999), anfíbios (Vandergon e Reitman, 1994), répteis (Kajikawa et al., 1997) e 

mamíferos (Jurka, 2000) - e que Rex3 é correlacionado à família RTE (Retrotransposable 

Element), primeiramente identificada em Caenorhabdtis elegans (Youngman et al., 1996) e 

largamente distribuída em vertebrados e artrópodos (Malik e Eickbush, 1999). Rex6 é 

considerado similar aos membros da família R4 de transposons não-LTR, primeiramente 

descritos em Ascaris lumbricoides, largamente distribuídos em nemátodos e insetos (Burke et 

al., 1995). Visando ampliar os dados acerca destes elementos repetitivos no genoma dos 

peixes, o presente trabalho resultou na caracterização nucleotídica e no mapeamento físico 

cromossômico de retrotransposons da família Rex em duas espécies de Characiformes - 

Brycon cephalus e Brycon orbignyanus - grupo para o qual existem dados extremamente 

escassos acerca destas repetições não-LTR. Além disso, os resultados obtidos foram 

comparados a dados disponíveis na literatura e em bancos de dados do NCBI, permitindo 

elaborar um melhor cenário acerca de sua origem, evolução e organização genômica. 

Os conjuntos de primers utilizados para amplificação de segmentos dos retroelementos 

Rex1, Rex3 e Rex6 mostraram-se eficientes para o isolamento de fragmentos de DNA de B. 

amazonicus e B. orbignyanus, reiterando que estes podem ser aplicados com sucesso em 

diferentes grupos de peixes (Shimoda et al., 1996; Volff et al., 1999, 2000, 2001). Os fragmentos 

amplificados de B. amazonicus e B. orbignyanus mostraram tamanhos similares a segmentos 

correspondentes a estes três retrotransposons que também foram isolados de outras espécies de 

peixes utilizando os mesmos conjuntos de primers (Volff et al., 1999; Capriglione et al., 2002; 

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

2009; Cioffi et al., 2010; Ferreira et al., 2010; Valente et al., 2011). 

Inicialmente isolados de espécies do gênero Xiphophorus, os retrotransposons Rex foram 

posteriormente também identificados em outras espécies de peixes e parecem ser abundantes em 

diferentes Teleósteos, tendo sido caracterizados em espécies de distintas famílias, como 

Anguillidae, Cichlidae, Cyprinidae, Erythrinidae, Loricariidae, Poeciliidae, Nototheniidae e 

Tetraodontidae (Volff et al., 1999; Capriglione et al., 2002; Ozouf-Coastaz et al., 2004; 
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Mazzuchelli e Martins, 2009; Gross et al., 2009; Teixeira et al., 2009; Cioffi et al., 2010; Ferreira 

et al., 2010; Valente et al., 2011). O isolamento dos retrotransposons Rex1, Rex3 e Rex6 em B. 

amazonicus e B. orbignyanus amplia os dados relativos à presença destes elementos em 

Characiformes, dado que somente Rex3 havia sido identificado em uma única espécie deste 

grupo - Erythrinus erythrinus (Cioffi et al., 2010). Além disso, o presente trabalho demonstra, 

pela primeira vez, a ocorrência de tais elementos em espécies da família Characidae, fornecendo 

assim maior embasamento à proposição de Volff et al. (2001) de que estes retroelementos são 

encontrados em vários grupos de peixes, mesmo em linhagens extremamente diversas. 

A presença dos retroelementos da família Rex, especialmente Rex1 e Rex3, em espécies 

de peixes de famílias e ordens diversas, pertencentes aos grupos Teleostei e também Chondrostei 

(ordem Polypteriformes), sugere que o ancestral comum de cada um destes retroelementos 

estava presente antes da divergência das superordens inseridas na subclasse Actinopterygii. 

Entretanto, apesar da ampla distribuição entre os peixes, tais elementos retrotransponíveis 

parecem estar ausentes em algumas espécies. Embora Rex1 tenha sido identificado em todos 

Acanthopterygii analisados e em Anguiliformes (Anguilla anguilla  e A. japonica), grupo que 

sofreu divergência desta linhagem dos teleósteos há 180 m.a., este não foi encontrado em Esox 

lucius (Esociformes), Cyprinus carpio e Danio rerio (Cypriniformes) e Oncorhynchus mykiss 

(Salmoniformes), que sofreram divergência há cerca de 100-120 m.a. (Volff et al., 2000; Ferreira 

et al., 2011). Da mesma forma, embora Rex3 provavelmente apresente uma distribuição mais 

ampla entre os peixes, tendo sido já descrito em diversos grupos como Cyprinodontiformes, 

Cypriniformes, Esociformes, Anguilliformes (Volff et al., 2001), Perciformes (Volff et al., 2001; 

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

2010), Tetraodontiformes (Silva et al., 2002), Siluriformes (Ferreira et al., 2010) e 

Characiformes (Cioffi et al, 2010; presente trabalho), a presença de Rex3 não foi observada em 

Oncorhynchus mykiss e Salmo salar, pertencentes à ordem Salmoniformes (Volff et al., 2001). 

Embora seja o elemento da família Rex menos estudado até o momento, Rex6 também parece 

estar ausente em diversas espécies de peixes. Mesmo em condições de baixa estringência, 

análises de slot blotting não levaram à identificação de Rex6 em Oncorhynchus mykiss, Esox 

lucius, Danio rerio, Cyprinus carpio, Anguilla Anguilla (Teleostei) e Acipenser sturio 

(Chondrostei) (Volff et al., 2001). A utilização de quatro diferentes conjuntos de primers em 

PCR também não permitiu a amplificação de segmentos de DNA associados a Rex6 em 13 

espécies pertencentes a cinco famílias de Notothenioidei (Ozouf-Costaz et al., 2004). 

Segundo Volff et al. (2000, 2001), a ausência destes retrotransposons em alguns grupos 

de peixes pode ser resultado de uma rápida divergência, o que levaria à não identificação destes 
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devido a mudanças substanciais em suas sequências nucleotídicas, ou resultado de uma perda 

frequente deste elemento. Entretanto, verifica-se tanto a presença como a ausência de elementos 

Rex entre espécies de um mesmo táxon. Assim, outra hipótese que explicaria a presença/ausência 

de Rex1, Rex3 e Rex6 em determinados grupos de peixes está relacionada à possibilidade de 

transferência horizontal de transposons. A transferência horizontal refere-se ao movimento de 

material entre genomas de espécies reprodutivamente isoladas e, muitas vezes, envolve espécies 

que apresentam grandes distâncias genéticas (Brown, 2003). Exemplos clássicos de transferência 

horizontal estão associados à distribuição da família de transposons RTE (Retrotransposable 

Element) em diferentes linhagens de vertebrados (Zupunski et al., 2001; Gentles et al., 2007), de 

transferência do elemento mariner entre Diptera e Neuroptera (Maruyama e Hartl, 1991; 

Robertson e Lampe, 1995) e do elemento P entre espécies de Drosophila (Daniels et al., 1990; 

Loreto et al., 2001). Recentemente, foi demonstrado que o transposon Helitron, presente em 

mais de 100.000 cópias no genoma do morcego Myotis lucifugus e ausente na maioria dos 

mamíferos (Pritham e Feschotte, 2007), tem sua distribuição associada à transferência horizontal 

(Thomas et al., 2011).  

Embora o processo de transferência horizontal pareça ser predominante em famílias de 

elementos em que a inserção no genoma é controlada por mecanismos próprios (elementos de 

classe II) e, portanto, retrotransposons tenderiam a ser governados por transmissão vertical 

(Malik et al., 1999), diversos outros exemplos têm demonstrado a possibilidade de transferência 

horizontal em retroelementos não-LTR. Estes incluem os elementos SmaI-cor de whitefish da 

subfamília Coregoninae (Hamada et al., 1997) e os elementos Bov-B encontrados em ruminantes 

e alguns Squamata (Zupunski et al., 2001). 

Os dados do presente trabalho indicam uma maior similaridade tanto de Rex1 como de 

Rex3 de B. amazonicus, pertencente à Characidae, com espécies da família Loricariidae (75,6-

83,9% e 84,9%, respectivamente), o que poderia ser reflexo do maior grau de relação entre estas 

duas famílias, ambas incluídas em Ostariophysi. Por outro lado, Rex1 e Rex3 de B. orbignyanus 

mostraram maior identidade a sequências destes retroelementos descritos para peixes ciclídeos 

(Acanthopterygii) (86,9-98,7% e 89,6-99,0%, respectivamente) (Tabelas 1 e 2). As análises 

comparativas realizadas também indicaram um baixo nível de identidade de Rex3 entre espécies 

de Characiformes - Erythrinus erythrinus, B. amazonicus e B. orbignyanus (valores de 73,9% e 

70,3%) (Tabela 2). Além disso, Rex1 e Rex3 de B. amazonicus e B. orbignyanus apresentaram 

uma identidade de somente 75,6% e 84,08%, respectivamente, ou seja, valores inferiores aos 

observados em comparação com outras espécies de peixes de outros gêneros. Portanto, existe 
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uma clara divergência de dados entre similaridade nucleotídica de elementos Rex e relações 

filogenéticas entre as espécies. 

Da mesma forma, embora existam poucos dados sobre elementos Rex6 no NCBI, os 

índices de similaridade observados em comparações entre sequências nucleotídicas deste 

elemento de diferentes espécies de peixes indicam maiores identidades entre espécies de 

Acantopterygii de grupos diversos (especialmente Cyprinodontiformes, Perciformes e 

Beloniformes). Adicionalmente, embora de forma extremamente truncada em sua extremidade 

5’, o retroelemento Rex6 encontra-se presente no genoma de espécies de répteis, como Anolis 

carolinensis (Iguanidae) (Kawamura e Yokoyama, 1996), Trimeresurus flavoviridis (Crotalinae) 

(Nobuhisa et al., 1997) e Geochelone pardalis (Testudinidae) (Parham et al., 2006). 

Casos em que ocorre divergência entre dados filogenéticos clássicos e baseados em 

similaridade nucleotídica, como observado para os elementos Rex em peixes, levam a inferir a 

ocorrência de transferência horizontal destes elementos transponíveis, como já proposto por 

Volff et al. (2000, 2001). Além disso, a distribuição descontínua destes elementos, ou seja, a 

presença destes em algumas espécies e ausência em outras espécies, pertencentes ao mesmo 

táxon, também pode estar associada à ocorrência de transferência horizontal. Exemplos em que 

elementos transponíveis são transmitidos de forma vertical tendem a suportar o histórico 

filogenético de determinado grupo, como evidenciado para os elementos não-LTR R1 e R2 

encontrados em subgrupos de Drosophila melanogaster (Eickbush e Eickbush, 1995).  

Outro fator que pode fornecer evidências consistentes de transferência horizontal refere-

se ao alto grau de similaridade na sequência nucleotídica de elementos transponíveis em táxons 

divergentes (Silva et al., 2004). Além de estar presentes em peixes de grupos bastante diversos, 

grande parte das sequências nucleotídicas dos retroelementos da família Rex mostra-se 

conservada entre diferentes espécies. Variações associadas a pequenas deleções, duplicações, 

inversões e translocações, como observado para Rex1, Rex3 e Rex6, são comuns e podem estar 

correlacionadas ao próprio processo de transposição de retrotransposons no genoma (Pace e 

Feschotte, 2007; Cordaux e Batzer, 2009). 

Análises prévias realizadas por Volff et al. (1999, 2000) haviam apontado para um 

significante grau de conservação do retroelemento Rex3 entre os teleósteos. Da mesma forma 

como o observado para o fragmento analisado de Rex3, correspondente aos domínios 

codificantes 1, 2, 2A, A e B do gene da transcriptase reversa (RT) (Volff et al., 2000), a região 

analisada de Rex1, correspondente aos domínios codificantes 3-7 (Volff et al., 2000), também 

mostra-se relativamente conservada neste retroelemento. Similarmente, embora ainda existam 

dados escassos associados às sequências nucleotídicas do retrotransposon Rex6, a região 
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analisada, que codifica a porção C-terminal de uma endonuclease (Volff et al., 2001), também 

parece ser conservada entre diferentes espécies de peixes.  

Especificamente em relação a Rex1, Volff et al. (2000) propuseram agrupar diferentes 

espécies com base nas similaridades das sequências nucleotídicas deste retroelemento, tendo 

como proposição que este estaria associado a múltiplas linhagens ancestrais, sofrendo explosão 

de retrotransposição independente. Desta forma, este retroelemento teria sido inserido no 

genoma de diferentes peixes, gerando maiores similaridades nas sequências nucleotídicas de 

espécies associadas às diferentes linhagens. Quatro principais linhagens já foram descritas - 

linhagem 1: associada às espécies Poecilia gracilis (Poecillidae, Cyprinodontiformes) e Fugu 

rubripes variante C (Tetraodontidae, Tetraodontiformes); linhagem 2: associada a Xiphophorus 

maculatus, X. helleri, Gambusia affinis, Phallichtys amates e Poecilia mexicana  (Poecillidae, 

Cyprinodontiformes); linhagen 3: associada a Fugu rubripes e Tetraodon nigroviridis 

(Tetraodontidae, Tetraodontiformes); e linhagem 4: associada a Oreochromis latipes, O. 

niloticus, Cichlasoma labridens, Hemichromis bimaculatus (Cichlidae, Perciformes), Fundulus 

fundulus (Fundulidae, Cyprinodontiformes), Anguilla anguilla, A. japônica (Anguillidae, 

Anguiliformes) e Battrachoccottus baikalensis (Cootocomephoridae, Scorpaeniformis). Dado 

que Rex1 de Brycon amazonicus apresentou maior identidade em suas sequências nucleotídicas 

com este retroelemento descrito para espécies de Loricariidae, Cichlidae e Anguillidae e que 

Rex1 de B. orbignyanus demonstrou maior similaridade em relação a espécies de Cichlidae, 

Anguillidae e Fundulidae (Tabela 1), as espécies aqui analisadas poderiam ser incluídas junto à 

linhagem 4. 

Da mesma forma como observado para as sequências nucleotídicas dos elementos Rex, 

algumas espécies apresentam maior similaridade em relação ao padrão de 

localização/distribuição destes elementos nos cromossomos. Até o presente trabalho, 

retrotransposons da família Rex haviam sido fisicamente mapeados em 35 espécies de peixes 

(Tabela 4), demonstrando que, enquanto algumas espécies exibem um padrão de distribuição 

disperso ao longo de diversos cromossomos, como observado em vários Gymnotiformes, 

Perciformes e Siluriformes (Ozouf-Costaz et al., 2004; Teixeira et al., 2009; Valente et al., 2011; 

Ferreira et al., 2011; Sene, 2011), outras espécies, como Eigenmania sp., Astronotus ocellatus, 

Chaetobranchus flavescens, Cichla kelberi, Astatotilapia latifasciata, Oreochromis niloticus, 

Satanoperca jurupari e Notothenia coriiceps, além de mostrarem a presença de cópias destes 

retroelementos dispersas ao longo dos cromossomos, também mostraram sítios mais evidentes 

em alguns cromossomos específicos, associados a regiões heterocromáticas (Silva et al., 2002; 

Bouneau et al., 2003; Ozouf-Costaz et al., 2004; Teixeira et al., 2009; Gross et al., 2009; 
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Mazuchelli e Martins. 2009; Cioffi et al., 2010; Valente et al., 2011; Matoso et al., 2011; Ferreira 

et al., 2011; Sene, 2011; Fantinatti et al., 2012).  

No presente trabalho, a técnica de hibridação in situ fluorescente (FISH) foi utilizada na 

tentativa de localizar sítios de repetições Rex nos cromossomos de Brycon amazonicus e B. 

orbignyanus, já que os protocolos de FISH utilizados em cromossomos metafásicos permitem a 

visualização de segmentos de DNA de pelo menos 10Kb (Jiang et al., 1995) o que, no caso de 

elementos repetitivos como Rex, levaria à sua detecção somente quando estes estivessem 

presentes em grande quantidade no genoma e agrupados próximos uns aos outros (clusters). 

Embora alguns peixes apresentem grande quantidade de cópias de elementos Rex, como 

demonstrado por meio de slot blotting quantitativo em Xiphophorus (cerca de 1.000 cópias), um 

número reduzido de cópias de Rex3 foi identificado em Danio rerio (500 cópias) e Cyprinus 

carpio (50 cópias) (Volff et al., 1999). Espécies de Anguilliformes possuem somente cerca de 5 

cópias do retroelemento Rex1 em seu genoma (Volff et al., 2000). 

Sítios de Rex6 não puderam ser visualizados nos cromossomos de B. amazonicus e B. 

orbignyanus provavelmente devido ao reduzido número de cópias deste retroelemento no 

genoma destas espécies. Alternativamente, como já sugerido por Ozouf-Costaz et al. (2004) para 

espécies de peixes da subordem Notothenioidei, a ausência de sinais fluorescentes nos 

cromossomos também pode estar associada a um padrão de distribuição extremamente disperso 

deste retroelemento. 

Em relação a Rex1 e Rex3 de B. amazonicus e B. orbignyanus, embora a técnica de FISH 

não tenha evidenciado sinais fluorescentes de grande intensidade, estes puderam ser observados 

ao longo de distintos cromossomos destas espécies. Marcações mais evidentes, associadas a 

Rex1, em regiões centroméricas e pericentroméricas de alguns pares cromossômicos também 

foram observadas para ambas espécies, o que provavelmente está associado a um maior número 

de cópias destes elementos repetitivos agrupadas próximas umas às outras. Adicionalmente, 

sinais fluorescentes dispersos de Rex1 e Rex3 puderam ser identificados em núcleos interfásicos. 

Os resultados indicam que B. amazonicus e B. orbignyanus apresentam um padrão geral de 

distribuição dispersa dos retroelementos Rex1 e Rex3, além de um padrão mais 

compartimentalizado de Rex1 em regiões centroméricas e pericentroméricas de alguns 

cromossomos, possivelmente associadas a blocos de heterocromatina constitutiva, já que estas 

espécies apresentam bandas C bastante evidentes nestas regiões da maioria de seus cromossomos 

(Margarido e Galetti, 1996; Almeida-Toledo et al., 1996; Margarido e Galetti, 1999). 

O acúmulo preferencial de elementos transponíveis em regiões heterocromáticas ou 

intergênicas é uma característica comum em organismos eucariotos multicelulares (Mroczek e 



53 
 

Dawe, 2003; Hua-Van et al., 2005) e sugere que estes façam parte da estrutura e da organização 

destas regiões ou que estejam inseridos em regiões pobres em genes e que, portanto, não sofrem 

grande pressão de seleção (Dimitri e Junakovic, 1999; Dawe, 2003). Elementos transponíveis 

associados à heterocromatina vêm sendo descritos em animais, como em Drosophila 

melanogaster em que estes formam clusters proeminentes nestas regiões (Bartolome et al., 

2002). Em peixes, o retrotransposon Zebulon, isolado do genoma de Tetraodon nigroviridis, 

também se encontra associado a regiões heterocromáticas (Bouneau et al., 2003). 

Da mesma forma como observado para B. amazonicus e B. orbignyanus, uma 

distribuição dispersa de Rex3 nos cromossomos e alguns clusters associados a regiões 

heterocromáticas centroméricas e pericentroméricas também foram encontrados para Erythrinus 

erythrinus (Cioffi et al., 2010), evidenciando assim um padrão similar de localização de 

retroelementos Rex em espécies do grupo Characiformes. Da mesma forma, espécies de um 

mesmo gênero ou família apresentam um padrão extremamente similar de 

distribuição/localização de repetições Rex1, Rex3 e Rex6 em seus cromossomos (Tabela 4). Em 

Sternopygidae, embora uma espécie de Eigenmania possua clusters de Rex 1 e Rex3 em algumas 

regiões heterocromáticas específicas, todas as demais espécies analisadas apresentam cópias 

destes elementos dispersas em diversos cromossomos (Sene, 2011). Espécies de Loricariidae 

mostram sítios de Rex1 e Rex3 também dispersos (Ferreira et al., 2011). Em Perciformes, ordem 

para a qual existe um maior número de dados acerca da localização cromossômica de elementos 

da família Rex, existem grupos que apresentam um padrão disperso de localização destes 

retrotransposons, como Nototheniidae, Artedidraconidae, Bathydraconidae, Bovichtidae e 

Channichthyidae (Ozouf-Costaz et al., 2004), e um outro grupo, composto por espécies da 

família Cichlidae, que apresenta, além de pequenos sítios dispersos, repetições Rex associadas a 

regiões heterocromáticas específicas (Mazuchelli e Martins, 2009; Teixeira et al., 2009; Gross et 

al., 2009; Valente et al., 2011; Fantinatti et al., 2012). A exceção a este padrão refere-se à 

presença de clusters de Rex em regiões eucromáticas de cromossomos de Cichla kelberi, 

característica que pode ser associada ao fato de que esta espécie apresenta um cariótipo mais 

similar ao provável cariótipo ancestral dos ciclídeos (Teixeira et al., 2009), ou seja, com menores 

alterações e diferente das demais espécies do grupo (Valente et al., 2011). Adicionalmente, no 

grupo Cichlidae, duas espécies - Oreochromis niloticus e Astatotilapia latifasciata - possuem 

também sítios conspícuos de Rex1, Rex3 e Rex6 ao longo dos cromossomos do par número 1 

(Valente et al., 2011; Fantinatti et al., 2012), característica que, no caso de O. niloticus, 

provavelmente está associada ao processo de fusão e diferenciação molecular de cromossomos 

sexuais (Valente et al., 2011). 
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Os dados comparativos acerca dos padrões de distribuição de cópias de elementos Rex 

nos cromossomos de diversas espécies de peixes indicam estes tendem a se acumular de forma 

semelhante nos cromossomos de um mesmo grupo de peixes. Recentes estudos têm evidenciado 

que vários elementos móveis direcionam sua integração no genoma a sítios específicos nos 

cromossomos, sugerindo a ocorrência de alguma forma de interação entre cada transposon e o 

genoma hospedeiro (e.g. Kidwell e Lisch, 2000; Bushman, 2003; Gao et al., 2008). 

Cromodomínios, que comumente representam domínios específicos em proteínas envolvidas no 

remodelamento da cromatina e regulação gênica em eucariotos (Brehm et al., 2004), foram 

também identificados na região C-terminal (Carboxil terminus) da enzima integrase de alguns 

transposons, o que sugere que estes possuem uma função de controle da integração de elementos 

transponíveis no genoma (Gao et al., 2008; Novikova, 2009). Portanto, a despeito do modo de 

aquisição dos elementos repetitivos Rex em peixes, que pode estar associado à transferência 

horizontal, após sua introdução estes provavelmente passaram a evoluir em conjunto ou por meio 

de um mesmo mecanismo em espécies mais relacionadas filogeneticamente, já que os locais em 

que estes elementos repetitivos se integraram podem ter características únicas para diferentes 

grupos de peixes. Como resultado, grupos divergentes apresentariam assim padrões distintos de 

distribuição não randômica destes retrotransposons. 

Embora já existam dados acerca de diferentes transposons em peixes, estes ainda são 

extremamente escassos, especialmente frente à grande diversidade de espécies deste grupo. A 

obtenção de um maior número de dados, incluindo informações sobre as sequências 

nucleotídicas completas, densidade gênica, conteúdo GC, taxas de recombinação, epigenética e 

localização física destes elementos fornecerá maior embasamento a proposições acerca de sua 

origem, evolução, organização e função no genoma. 
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6  CONCLUSÕES 

 

 De acordo com os dados apresentados no presente trabalho, pôde-se concluir que: 

 

1. Retrotransposons não-LRT da família Rex estão presentes no genoma de espécies da 

família Characidae e, em Brycon amazonicus e B. orbignyanus, encontram-se organizados em 

diversos clusters em diferentes cromossomos, tendo preferencialmente um padrão de 

distribuição dispersa. 

 

2. A aquisição de elementos repetitivos da família Rex em peixes provavelmente está 

associada à transferência horizontal e sua distribuição nos cromossomos segue um padrão 

similar entre espécies de grupos mais correlacionados filogeneticamente, o que sugere um 

mecanismo não aleatório de integração, manutenção e evolução destes elementos no genoma 

dos peixes. 
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