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RESUMO 

 

 

 
Gymnotus (Gymnotiformes) é um gênero de peixes elétricos que utilizam descargas de baixa 

intensidade para comunicação e predação. Esse grupo possui uma grande diversidade 

cariotípica de número diplóide (2n) variando de 34 até 54 cromossomos. As sequências 

repetitivas são importantes marcadores que podem auxiliar na compreensão da evolução 

cariotípica das espécies, em especial das crípticas, como o Gymnotus carapo. Visando entender 

a estrutura cariotípica e a evolução do grupo, foram realizados estudos citogenéticos utilizando 

FISH com sondas snRNA U2, sequências teloméricas, rDNA 5S e rDNA 18S em amostras de 

Gymnotus coletadas na APA da Ilha do Combú, Belém, Pará, Brasil. Os resultados mostram 

que Gymnotus carapo “Combú” possui 2n = 42 e fórmula cariotípica de 32 m/sm e 10 st/a. A 

heterocromatina constitutiva ocorre na região centromérica dos cromossomos, com pequenas 

faixas intersticiais em alguns cromossomos. O rDNA 18S é encontrado em um único par 

metacêntrico na região proximal do braço longo. O rDNA 5S também é encontrado em um único 

par metacêntrico na região proximal do braço longo. O snRNA U2 foi evidenciado na região 

centromérica de um par metacêntrico. As sequências teloméricas ocorrem na região distal de 

todos os cromossomos, sendo encontradas sequências intersticiais em um par metacêntrico e um 

par acrocêntrico. Estes resultados mostram que a espécie se encontra em processo de 

diversificação, evidenciado pelos diversos rearranjos ocorridos , pela diversidade no 2n e na 

marcação dos sinais que ocorre no grupo. 

 

Palavras-Chave: Citogenética; DNA repetitivo; Espécie Críptica; Gymnotus carapo. 
   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

ABSTRACT 

 

Gymnotus (Gymnotiformes) is a genus of electric fish that use low-intensity discharges for 

communication and predation. This group has a great karyotypic diversity with a diploid 

number (2n) ranging from 34 to 54 chromosomes. Repetitive sequences are important markers 

that can help in understanding the karyotypic evolution of species, especially cryptic ones, such 

as Gymnotus carapo. Aiming to understand the karyotypic structure and evolution of the group, 

cytogenetic studies were carried out using FISH with U2 snRNA probes, telomeric sequences, 

5S rDNA and 18S rDNA on Gymnotus samples collected in the APA of Ilha do Combú, Belém, 

Pará, Brazil. The results show that Gymnotus carapo “Combú” has 2n = 42 and a karyotypic 

formula of 32 m/sm and 10 st/a. Constitutive heterochromatin occurs in the centromeric region 

of chromosomes, with small interstitial bands on some chromosomes. The 18S rDNA is found 

in a single metacentric pair in the proximal region of the long arm. The 5S rDNA is also found 

in a single metacentric pair in the proximal region of the long arm. The U2 snRNA was 

evidenced in the centromeric region of a metacentric pair. Telomeric sequences occur in the 

distal region of all chromosomes, with interstitial sequences being found in a metacentric pair 

and an acrocentric pair. These results show that the species is in a process of diversification, 

evidenced by the various rearrangements that have occurred, the diversity in 2n and the marking 

of signals that occurs in the group. 

 

Keywords: Cytogenetics; repetitive DNA; Cryptic Species; Gymnotus carapo. 
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1. INTRODUÇÃO 

Os peixes são vertebrados extremamente diversos, de importante utilização para o 

entendimento do processo evolutivo como um todo. Dentre esta classificação, os peixes de água 

doce acumulam uma grande quantidade de mudanças e traços evolutivos específicos, pois aliado 

ao processo evolutivo já conhecido, há a interação das mudanças geográficas que aconteceram  

durante a história geológica terrestre (Goldblatt, 1993). 

As linhagens das três principais ordens de peixes amazônicos são os Characiformes, 

Siluriformes e Gymnotiformes. Estas linhagens evolutivas são pertencentes à história de 

conformação da Gondwana e à mais recente formação da Cordilheira dos Andes (Ribeiro, 2006; 

Dagosta, De Pinna, 2017). Dessa forma abrangendo uma grande diversidade de características 

em espécies conhecidas atualmente, mas que perpassou por demasiados eventos evolutivos 

(Dagosta & Pinna 2018). 

Os peixes neotropicais são responsáveis por 13% da biodiversidade de vertebrados 

sendo os que apresentam a maior taxa de variação genética (Lowe-Mcconnell, 1999; Agostinho 

et al., 2005), garantindo à América do Sul uma concentração de pool genético muito grande, 

sendo facilmente encontrado variações cariotípicas distintas nas espécies. Segundo Lewinsohn 

e Prado (2002), apenas 10% de espécies da fauna, flora e de microorganismos da biodiversidade 

do Brasil são conhecidas, apresentando um grande número de espécies a serem descobertas. 

Nesse sentido, a utilização de marcadores genéticos nessas famílias, possibilitam uma melhor 

caracterização do cariótipo das espécies e auxiliam no entendimento do processo evolutivo de 

cada espécie. 

O avanço das técnicas de citogenética molecular têm possibilitado uma ampliação 

da compreensão da evolução e organização do genoma em peixes, permitindo-nos obter 

informações mais detalhadas sobre vários aspectos das questões evolutivas. Com a citogenética 

é possível constatar a ocorrência de espécies crípticas, que seriam espécies morfologicamente 

indistinguíveis, mas geneticamente são incompatíveis, como se propõe em Gymnotus carapo 

(Milhomem et al., 2008; Nagamachi et al., 2010; da Silva et al., 2019; Machado et al., 2022). 

Estes resultados demonstram a importância da citogenética como ferramenta auxiliar para uma 

melhor  

compreensão da variabilidade cromossômica, como demonstrado em G. carapo 

(Fernandes- Matioli et al., 1998; Milhomem et al., 2008; Utsunomia et al., 2018). 

 

1.2. Ordem Gymnotiformes 
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                   A ordem Gymnotiformes representa um grupo de peixes neotropicais que 

abrange276 espécies distribuídas em cinco famílias válidas que habitam desde os Pampas da 

Argentina até Chiapas no México (Tagliacollo et al., 2016).: Gymnotidae, Hypopomidae, 

Rhamphichthyidae, Sternopygidae e Apteronotidae (Alves-Gomes et al., 1995; Albert & 

Campos-da-Paz,1998; Albert & Crampton, 2005; Tagliacollo et al., 2016; Fricke, R. et 

al., 2023).  

                   Geralmente habitam riachos, pântanos, áreas costeiras e córregos, ricos em plantas 

aquáticas e com baixa luminosidade. Os gêneros Gymnotus e Brachyhypopomus comumente 

se encontram em planícies aluviais (Albert and Crampton, 2001; Crampton, 1996, 1998; 

Tagliacollo et al., 2016). 

Figura 1 - Distribuição de peixes Gymnotiformes na América Central e do Sul. 

 

 

 

Fonte : Albert & Campos-da-Paz (1998). 

 

 

Os Gymnotiformes apresentam a capacidade de gerar e utilizar campos elétricos, 

tanto para eletrolocalização de objetos e outros organismos, quanto para a interação social,  

através de órgãos elétricos (OES) e de eletroreceptores (formado por células musculares 

diferenciadas) que se encontram distribuídos pelo corpo (Albert and Crampton, 2005b; Von Der 

Emde, 2013). Além disso, possuem órgãos eletroreceptores sensoriais que percebem diferenças 

de voltagens no ambiente externo (Caputi et al., 2005). 

O corpo dos Gymnotiformes é especializado e em associação com a eletro-recepção (Albert, 
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2001), são morfologicamente diferenciados por possuírem o corpo delgado e comprimido (na 

maioria das espécies) ou cilíndrico (Gymnotidae), nadadeira anal bastante desenvolvida, com 

mais de 100 raios que lhes permitem nadar para frente e para trás através de movimentos 

ondulatórios, nadadeira caudal reduzida ou ausente (Apteronotidae) e ausência de nadadeira 

dorsal (Albert and Crampton, 2005). 

Figura 2 - Figura representativa do campo eletrostático gerado pelos Gymnotiformes. 

 

 

 

Fonte: Krahe (2004). Nature Reviews Neuroscience 

 

 

 

1.3 O Gênero Gymnotus 

 

Gymnotus é um gênero monofilético de ampla distribuição na América do Sul, com 

maior ocorrência na Bacia Amazônica, podendo também ser encontrado em assembléias 

simpátricas, composto por grupos de espécies não monofiléticas (Albert et al., 2005). Apesar 

da simpatria, as espécies podem não se reproduzir devido a barreiras pós-zigóticas, pré- 

zigoticas e isolamento causado pelas formas da onda elétrica que são espécie-específicas, 

colaborando para o processo de especiação (Crampton et al., 2011; Crampton, 2006). 

São descritas 50 espécies atualmente e se caracteriza como o gênero mais especioso da 

ordem (Ferraris Jr. et al., 2017; Craig et al., 2018a, 2018b; Campos da Paz and de Santana, 

2019; Fricke et al., 2023). São utilizados como isca viva na pesca esportiva, sendo a mais 

escolhida pelas espécies de peixes consideradas nobres, como os piscívoros de grande porte, 
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principalmente o dourado (Salminus maxillosus) e até peixes onívoros como os Brycons sp. 

(piracanjuba, matrinxã) (Ushizima & Bock, 2000). 

A citogenética de peixes constitui-se em um campo de estudo que tem fornecido 

informações importantes a respeito da evolução cariotípica e compreensão da fixação de 

rearranjos cromossômicos. Além disso, tem contribuído para o maior conhecimento da 

diversidade ictiológica auxiliando na citotaxonomia do grupo e na identificação de espécies 

crípticas (Bertollo, Moreira-Filho, Takahashi 1978; Milhomem et al., 2008; Nagamachi et al., 

2010). Os dados citogenéticos do gênero mostram uma grande variação cromossômica entre 

2n= 34 até 2n= 54 cromossomos (Tabela 1). 

 

 

 

Tabela 1- Variação cromossômica no gênero Gymnotus 

 

Espécie 

 

2n 

 

FC 

 

NOR 
rDNA 

18S 

 

rDNA 5S 
Tc1/mari 

ner 

U2 
snDNA 

 

Referência 

 
Gymnotus arapaima 

 
44 

24m/sm+ 
20st/a 

 
19p 

 
19p 

 
- 

 
- 

 
- 

Milhomem 
et al. 

(2012b) 

Gymnotus bahianus ♀36 
30m/sm+ 

6st 
7p int 7p int 9p int - - 

Almeida et 
al. (2015) 

Gymnotus bahianus ♂37 
32m/sm+ 

5st 
7p int 7p int 9p int - - 

Almeida et 
al. (2015) 

Gymnotus carapo 54 54m/sm - - - - - 
Foresti et al. 

(1984) 

Gymnotus carapo 52 
50m/sm+ 

  2st/a  
- - - - - 

Foresti et al. 
(1984) 

Gymnotus carapo 48 
34m/sm+ 

14st/a 
- - - - - 

Foresti et al. 
(1984) 

Gymnotus carapo 42 
32m/sm+ 

10st/a 
- 1 par 7 pares - - Claro (2008) 

 

Gymnotus carapo 

 

54 
52m/sm+ 

2st/a 

 

1p 

 

- 

 

- 

 

- 

 

- 

Fernandes- 

Matioli et al. 
(1998) 

Gymnotus carapo 42 
30m/sm+ 

12st/a 
20p - - - - 

Milhomem 
et al. (2007) 

Gymnotus carapo 40 
28m/sm+ 

12st/a 
20p - - - - 

Milhomem 
et al. (2008) 

Gymnotus carapo 42 
36m/sm+ 

6st/a 
- - 3q - 1q 

Utsunomia 
et al. (2014) 

Gymnotus carapo 42 - - - - - - 
Utsunomia 
et al. (2018) 

Gymnotus cf. carapo 54 
50m/sm+ 

4st/a 1p int 1p int 15 pares - - 
Scacchetti et 
al. (2011a) 
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Tabela 1- Variação cromossômica no gênero Gymnotus 
(Continuação) 

 

Espécie 

 

2n 

 

FC 

 

NOR 
rDNA 

18S 

 

rDNA 5S 
Tc1/mari 

ner 
U2 

snDNA 

 

Referência 

Gymnotus carapo 
’Catalão’ 

40 
30m/sm+ 

10st 
- 19p term 

8q int, 
11q int 

- - 
da Silva et 
al. (2014) 

 

 

Gymnotus carapo 

’Maranhão’ 

 

 

 
42 

 

 

30m/sm+ 

12st/4a 

 

 

 
- 

 

 

 
20p term 

1   prox, 

6q    dist, 

7p term, 

10p prox, 
17p term, 

18p term, 

19p term 
+ 7 pares 

 

 

 
- 

 

 

 
- 

 

 

da Silva 

(2015, 2019) 

 

Gymnotus capanema 

 

34 
20m/sm+ 

14st/a 

 

15p 

 

15p 

 

- 

 

- 

 

- 

Milhomem 
et al. 

(2012a) 

Gymnotus capanema 34 
20m/sm+ 

14st/a 
- - - - - 

Utsunomia 
et al. (2018) 

Gymnotus coatesi 50 
24m/sm+ 

26st/a 
4, 5, 9, 

13, 18,22 
21 sítios 17q int - - 

Machado et 
al. (2017) 

Gymnotus coropinae ♀50 
28m/sm+ 

22st/a 
- 18p term 15q term - - 

da Silva et 
al. (2014) 

Gymnotus coropinae ♂49 
26m/sm+ 

23st/a 
- 18p term 15q term - - 

da Silva et 
al. (2014) 

Gymnotus cuia 54 - - - - - - 
Utsunomia 
et al. (2018) 

Gymnotus 
inaequilabiatus 

 

52 
50m/sm+ 

2st/a 

 

23p 

 

- 

 

- 

 

- 

 

- 
Fernandes- 

Matioli et al. 
(1998) 

Gymnotus 
inaequilabiatus 

54 
52m/sm+ 

2st/a 
1p int 1p int 17 pares - - 

Scacchetti et 
al. (2011a) 

Gymnotus 
inaequilabiatus 

54 
52m/sm+ 

2st/a 
- - 13 pares - 5q 

Utsunomia 
et al. (2014) 

Gymnotus javari 50 
20m/sm+ 

30st/a 
- - 14q - 11p 

Utsunomia 
et al. (2014) 

 

Gymnotus jonasi 
 

52 
12m/sm+ 

40st/a 
9q, 

10q,11p 
9q, 10q, 

11p 

 

- 
 

- 
 

- 
Milhomem 

et al. 
(2012b) 

 

Gymnotus mamiraua 

 

54 
50m/sm+ 

4st/a 

 

24p 

 

24p 

 

- 

 

- 

 

- 
Milhomem 

et al. 
(2012b) 

 

Gymnotus mamiraua 

 

54 
38m/sm+ 

16st/a 

 

- 

 

21p int 

 

16 pares 

 

16 pares 

 

- 
da Silva et 

al. (2016, 
2019) 

Gymnotus pantanal 40 
14m/sm+ 

26st/a 
1q term, 
9q term 

- - - - 
Fernandes et 

al. (2005) 

Gymnotus pantanal ♀40 
14m/sm+ 

26st/a 
16p term - - - - 

Margarido et 
al. (2007) 

Gymnotus pantanal ♂39 
15m/sm+ 

24st/a 
16p term - 

3 per, 5 

per 
- - 

Silva et al. 
(2011) 

Gymnotus pantanal ♀40 
14m/sm+ 

26st/a 
16p 16p 

3 per, 5 
per 

- - 
de Sousa et 

al. 2017 
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Tabela 1- Variação cromossômica no gênero Gymnotus 
(Continuação) 

 

Espécie 

 

2n 

 

FC 

 

NOR 
rDNA 

18S 

 

rDNA 5S 
Tc1/mari 

ner 
U2 

snDNA 

 

Referência 

Gymnotus pantanal ♂39 
15m/sm+ 

24st/a 
16p 16p 

3 per, 5 
per 

- - 
de Sousa et 

al. 2017 

 
 

Gymnotus pantanal 

 
 

♀40 

 
14m/sm+ 

26st/a 

 
 

- 

 
 

- 

 
 

2q, 4q 

 
 

- 

8,9,10, 
11, 12, 
13, 14, 

15, 18, 

X1 

 
Utsunomia 

et al. (2014) 

 
 

Gymnotus pantanal 

 
 

♂39 

 
15m/sm+ 

24st/a 

 
 

- 

 
 

- 

 
 

2q, 4q 

 
 

- 

8,9,10, 
11, 12, 

13, 14, 

15, 18, 

X1 

 
Utsunomia 

et al. (2014) 

Gymnotus pantanal ♀40 - - - - - - 
Utsunomia 

et al. (2018) 

Gymnotus pantanal ♂39 - - - - - - 
Utsunomia 

et al. (2018) 

Gymnotus pantanal ♀40 
14m/sm+ 

26st/a 
- - - - - 

Braga et al. 
(2021) 

Gymnotus pantanal ♂39 
15m/sm+ 

24st/a 
- - - - - 

Braga et al. 

(2021) 

Gymnotus 

pantherinus 

 

52 
46m/sm+ 

6st/a 

 

3 

 

- 

 

- 

 

- 

 

- 
Fernandes- 

Matioli et al. 
(1998) 

Gymnotus 
pantherinus 

52 
50m/sm+ 

2st 
1p int 1p int 3p 3 5p - - 

Scacchetti et 
al. (2011a) 

Gymnotus 
pantherinus 

52 
50m/sm+ 

2st 
- - 3p e 5p - 4p 

Utsunomia 
et al. (2014) 

Gymnotus 
paraguensis 

54 
52m/sm+ 

2st 
27p prox - - - - 

Margarido et 
al. (2007) 

Gymnotus 
paraguensis 

54 
52m/sm+ 

2st 
- - 

19 pares 
per 

- - 
da Silva et 
al. (2011) 

Gymnotus 

paraguensis 

 

54 
50m/sm+ 

4st 

 

1p 

 

- 

 

- 

 

- 

 

- 

Lacerda and 

Maistro 
(2007) 

Gymnotus 
paraguensis 

54 
50m/sm+ 

4st 
1p int 17 pares - - - 

de Sousa et 
al. (2017) 

Gymnotus 
paraguensis 

54 
48m/sm 
+6st/a 

     Braga et al. 

(2021) 

Gymnotus cf. 

pedanopterus 
50 

42m/sm+ 

8st/a 
- 23p 24q int - - 

da Silva 

(2015, 2019) 

Gymnotus cf. 
stenoleucus 

48 
20m/sm+ 

28st/a 
- - - - - 

da Silva 
(2015) 

 

Gymnotus sylvius 

 

40 
38m/sm+ 

2st/a 

 

18p 

 

- 

 

- 

 

- 

 

- 

Fernandes- 
Matioli et al. 

(1998) 

Gymnotus sylvius 40 
30m/sm+ 

10st/a 
- - - - - 

Albert et al. 
(1999) 

Gymnotus sylvius 40 
38m/sm+ 

2st/a - 1 par 1 par - - 
Claro et al. 

(2008) 
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1.1 Sequências Repetitivas 
 

Os DNAs repetitivos são sequências de DNA que se repetem constantemente, 

formando grandes frações no genoma das células eucarióticas. Podem ser classificados como 

sequências codificantes, ao qual representam famílias multigênicas que codificam proteínas 

e RNAs importantes. Além disso, podem ser categorizados como não-codificantes que 

abrangem sequências in tandem, como minissatélites, microssatélites, DNAs satélites e 

sequências dispersas, como os transposons e retrotransposons (Charlesworth et al., 1994). 

Tabela 1- Variação cromossômica no gênero Gymnotus 
(Continuação) 

 

Espécie 

 

2n 

 

FC 

 

NOR 
rDNA 

18S 

 

rDNA 5S 
Tc1/mari 

ner 
U2 

snDNA 

 

Referência 

 

Gymnotus sylvius 
 

40 
36m/sm+ 

4st/a 

 

19p term 
 

- 
 

- 
 

- 
 

- 
Lacerda and 

Maistro 
(2007) 

Gymnotus sylvius 40 
36m/sm+ 

4st/a 
20p term - - - - 

Margarido et 
al. (2007) 

Gymnotus sylvius 40 
34m/sm+ 

6st 
2p int 2p int 5q int - - 

Scacchetti et 
al. (2011a) 

Gymnotus sylvius 40 
36m/sm+ 

4st/a 
20p 20p 4 peri - - 

de Sousa et 
al. 2017 

Gymnotus sylvius 40 
34m/sm+ 

6st 
- - 4q - 1q 

Utsunomia 
et al. (2014) 

Gymnotus sylvius 40 - - - - - - 
Utsunomia 

et al. (2018) 

Gymnotus sylvius 40 
36m/sm 
+4st/a 

- - - - - 
Braga et al.( 

2021) 

 

Gymnotus sp. 

 

40 
14m/sm+ 

26st/a 

 

16p term 

 

- 

 

- 

 

- 

 

- 

Silva and 
Margarido 

(2005) 

 

Gymnotus sp. 

 

39 
15m/sm+ 

24st/a 

 

16p term 

 

- 

 

- 

 

- 

 

- 
Silva and 

Margarido 
(2005) 

 

Gymnotus sp. 

 

50 
26m/sm+ 

24 st/a 

 

19p term 

 

- 

 

- 

 

- 

 

- 
Lacerda and 

Maistro 
(2007) 

Gymnotus sp. 
‘Negro’ 

♀50 
22m/sm+ 

28st 
- 18p term 

3p int, 
15q int 

- - 
da Silva et 
al. (2014) 

Gymnotus sp. 
‘Negro’ 

♂50 
21m/sm+ 

29st 
- 18p term 

3p int, 
15q int 

- - 
da Silva et 
al. (2014) 

Gymnotus cf. 
stenoleucus 

48 
26m/sm+ 

22a 
- 14q int 1p int - - 

da Silva 
(2019) 

Gymnotus ucamara 44 
28m/sm+ 

16st/a 
- 18p 

13q, 20p 
term 

- - 
da Silva 

(2015, 2019) 

*p- braço curto do cromossomo; q- braço longo do cromossomo; int- região intersticial; peri- região pericentromérica; term- 

região terminal; m/sm- metacêntrico/submetacêntrico; st/a- sbtelocêntrico/acrocêntrico; FC- Fórmula Cariotípica; NOR- 

Região Organizadora de Nucléolo; rDNA- DNA ribossomal; sp.- Espécie ainda não identificada. 
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Dentre as famílias multigênicas, as sequências de genes que transcrevem os RNAs 

ribossomais são conservadas evolutivamente com muita eficiência e nos eucariotos estão 

organizadas em dois grupos configurados in tandem. O maior conjunto é o DNAr 45S, o qual 

compõe genes que transcrevem os RNAs ribossomais 18S, 5.8S e 28S. Estes genes são 

separados por espaçadores intergênicos transcritos internos (ITS), os clusters de DNAr 45S 

separados por espaçadores transcritos externos (ETS) e por espaçadores intergênicos (IGS) e 

estão em regiões organizadoras de nucléolos (NORs). Outro conjunto conhecido é o RNAr 5S, 

são conservados e espaçados por sequências não transcritas (NTS) e não está envolvido na 

formação de NORs (Martins et al., 2011; Eickbush & Eickbush, 2007) (Figura 1). 

 
Figura 3 - A) Localização do DNAr 45S e a conjuntura dos RNAs ribossomais 18S, 5.8S e 28S. B) 

Localização da família multigênica 5 

 

 

 

 Além disso, existe a família multigênica snRNA U(n), que participa do complexo 

RNA- proteína. O snRNA U2 participa da formação do spliceossomo, atuando no processo de 

maturação do mRNA (Colgan et al., 1998). O gene U2 em específico é altamente conservado 

no genoma de eucariotos, no entanto, as famílias multigênicas podem manter outra estratégia 

para conservar suas sequências, podendo a sua localização ser observado em diferentes 

cromossomos do gênero Gymnotus (Matera et al., 1990; Utsunomia et al., 2014). 

                       As marcações das sequências repetitivas ajudam a entender melhor os rearranjos 

que ocorrem entre espécies e também a mapear a diversidade cromossômica presente 

(Utsunomia et al., 2014). Ainda há muito o que compreender sobre essas sequências repetitivas 

no genoma de peixes, principalmente no gênero Gymnotus, tendo em vista que este grupo é 

extremamente diversificado e que está em constante mudança cromossômica. 
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2 - METODOLOGIA 

 
 

2.1 Amostras Biológicas 

Foram utilizadas amostras previamente armazenadas no Laboratório de Citogenética 

Animal, no Centro de Estudos Avançados da Biodiversidade (CEABIO/UFPA), com 

coordenadas 1°29'25.1"S 48°27'09.7"W e armazenadas com o número P3327 como coleção 

zoológica. 

      Figura 4 – Localização das coordenadas da coleta na Ilha do Combú. 

 

 

 

 

 

 

 

 

                      Fonte: Google Maps 

             Foram analisados quatro espécimes de Gymnotus carapo, caracterizados como 3 

machos e 1 fêmea, provenientes da Área de Proteção Ambiental (APA) da ilha do Combú, 

Belém,  Pará, Brasil. 

 
2.2 Citogenética Clássica 

 
 

2.2.1 Coloração convencional 

 
A coloração convencional foi realizada com Giemsa a 5% diluído em tampão fosfato 

pH 6,8, durante 10 minutos. Em seguida, a lâmina foi lavada com água destilada e deixada secar 

em temperatura ambiente. 

 
2.2.2 Bandeamento C 

 
Para a caracterização do padrão de heterocromatina constitutiva foi utilizada a técnica 

de bandeamento C, segundo Sumner (1972), com adaptações. A lâmina contendo o material 

citológico foi colocada em solução de ácido clorídrico (HCl) 0,2 N durante 15 minutos, lavada 



10  

com água destilada e deixada secar a temperatura ambiente. Em seguida foi incubada em 

solução de hidróxido de Bário a 5% (Ba(OH)2) a 60°C durante 1 minuto e passada rapidamente 

em solução de HCl 0,1N. 

Posteriormente, foi colocada em solução salina de 2xSSC a 60ºC por 15 minutos. Por 

fim, a lâmina foi corada com Wright 3:1 durante 10 minutos. 

Metáfases submetidas às técnicas de citogenética clássica foram capturadas pelo 

software Nis Elements em microscópio Olympus BX41 e com câmera digital CCD 1300QDS. 

 
2.3 Citogenética Molecular 

 

2.3.1 Extração de DNA 

 
O DNA total foi extraído de fragmentos de tecido epitelial da nadadeira dorsal, 

utilizando o kit Pure Link Genomic DNA MiniKit (Invitrogen) segundo as instruções do 

fabricante ou utilizando o método de fenol-clorofórmio descrito por Sambrook & Russel (2001), 

com modificações. 

 

Para tanto, adicionou-se a um tubo de 1,5 mL 0,02 g do tecido muscular e 500 μL de 

tampão de lise (8 mL de Tris-HCl 1M pH 8,0, 1 mL NaCl 0,3 M, 2 mL EDTA 0,5M e 20 mL 

de SDS 10% e água para completar 100 mL) de acordo com Estoup et al. (1993) e houve o 

acréscimo de uréia 

 

4M segundo Asahida et al. (1996). Em seguida foi acrescentado 15 μL de proteinase K (10 

mg/mL) e as amostras foram incubadas a 60 ºC por aproximadamente 1 hora com agitação. 

Posteriormente as amostras foram incubadas 37 ºC acrescentando-se 15 μL de RNAse (10 

mg/mL). 

Após a digestão total do tecido foram feitas lavagens sucessivas com fenol-clorofórmio 

(1:1) e clorofórmio. O DNA foi separado das proteínas por precipitação salina com 

centrifugação a 14000 rpm e o sobrenadante foi precipitado com 600 μL de isopropanol 100% 

gelado também com o auxílio de centrifugação. Ao final, o DNA precipitado foi lavado com 1 

mL de etanol 70% com centrifugação a 14000 rpm e hidratado com aproximadamente 100 μL 

de água milli-Q, dependendo do tamanho do pellet formado. 

 

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 μL/mL) (Sambrook & Russell, 2001) e visualizado em 
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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. 

2.3.2 Isolamento e amplificação dos DNAs repetitivos 

 
As sequências de DNAs repetitivos de interesse para o mapeamento cromossômico 

foram isoladas e amplificadas por Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) utilizando 

iniciadores descritos na literatura (Tabela 2). 

 
 
Tabela 2- Lista dos DNAs repetitivos e os iniciadores utilizados para amplificação e isolamento de sequências 

repetitivas. 

 
 

 
= 

 

As sondas de rDNA 18S, rDNA 5S e snRNA U2 e das sequências teloméricas foram 

obtidas a partir da amplificação por Reação em Cadeia da Polimerase (PCR - Saiki et al. 1988), 

a mesma concentração dos reagentes foram mantidas, porém sem a presença de DNA molde 

para as sequências teloméricas, devido à característica de auto anelamento de dupla fita dos 

primers. 

As reações foram processadas em termociclador e os primers utilizados para a 

amplificação destas sequências alvos, bem como os perfis dos ciclos de amplificação foram os 

seguintes (Tabelas 3, 4 e 5). 

 
Tabela 3 – Amplificação do rDNA 18S via PCR 

 
 

 
Reagentes 

 
Volume 

 
Ciclos 

 
rDNA 18S 

DNA 

repetitivo 

Iniciadores Referências 

rDNA 18S F:5’CCGCTTTGGTGACTCTTGAT 

R:5’CCGAGGACCTCACTAAACCA 

Silva et al .2011 

rDNA 5S F:5’ -GCC ACA CCA CCC TGA ACA C-3’ R:5’ 

-GCC TAC GAC ACC TGG TAT TC-3’ 

Martins & Galetti Jr. 1999 

snRNA U2 F:5’ -TCT CGG CCT (AT)(AT)T GGC TAA R:5’ 
-G(AC)G GTA (GC)TG CAA TAC CGG 

Colgan et al., 1998 

Telomérico 
TTAGGG 

Dahse et al., 1997; 

Meeker et al., 2002 
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Temperatura 

 
Tempo 

 
H20 

 
15,45 µL 

 
1. 

Desnaturação 

inicial 

 
95ºC 

 
5 min 

Tampão (10x) 2,5 µL 

 
2. 

Desnaturação 

com temperatura 

95ºC 40 seg 

 

Mix dNTPs (8mM) 
 

1,5 µL 
 

3. 

Anelamento 

 

55ºC 
 

40 seg 

Primer F 1,5 µL 
 

4. Elongação 
72ºC 2 min 

 

Primer R 
 

1,5 µL  

5. Repetições 
 

30 x 
 

DNA (100ng/ µL) 1 µL 

6. Extensão final 72ºC 5 min 

MgCl2 (50mM) 1,25 µL 
7. Holding 4ºC - 

Taq polimerase 0,3 µL    

Volume final 25 µL    

 
mM: milímetros; ng: nanogramas; µL: microlitros; min: minutos; seg: segundos; °C: graus Celsius. 

 

 
Tabela 4 – Amplificação do rDNA 5S e snRNA U2 via PCR. 
 

Reagentes Volume Ciclos rDNA 5S  snRNA u2  

   Temp (ºC) Tempo Temp (ºC) Tempo 

H20 7,15 μL 
1. Desnaturação 

inicial 
94 1’ 95 5' 

 

Tampão (10x) 
 

1,5 μL 
2. Desnaturação 

com temperatura 

 

94 
 

1’ 
 

95 
 

45” 

dNTPs (1mM) 3,0 μL 3. Anelamento 57 1’ 52 45” 

Primer F 0,6 μL 4. Elongação 72 1’ 72 1'30" 

Primer R 0,6 μL Repetições 2-4 30x  35x  

DNA (100ng/ µL) 1 μL 5. Extensão final 72 5’ 72 5' 

MgCl2 (50mM) 1 μL 6. Holding 4  4 - 

Taq polimerase 0,15      

Volume final 15 μL      

mM: milímetros; ng: nanogramas; µL: microlitros; min: minutos; seg: segundos; °C: graus Celsius.  
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Tabela 5 - Amplificação das sequências teloméricas via PCR. 

 

 

 
 

 

 
 

 

 

 
 

mM: 

milímetros; ng: nanogramas; µL: microlitros; min: minutos; seg: segundos; °C: graus Celsius. 

 
Os produtos de PCR foram submetidos a Eletroforese em gel de agarose 1% para 

verificação da amplificação da sequência desejada. 

2.3.3 Marcação das sondas 
 

As sondas foram construídas e marcadas também através de: 1) PCR utilizando a 

incorporação de dUTP biotinilado (Invitrogen) seguindo os protocolos de amplificação por PCR 

para cada uma das sequências; 2) Nick-translation usando o kit Bionick (Invitrogen) para 

marcação com biotina e Dig-nick (Roche) para as marcações com digoxigenina. 

 

2.3.4 Hibridização In Situ Fluorescente 

 
A hibridização das sondas nos cromossomos metafásicos foram realizadas segundo a 

técnica descrita por Pinkel et al. (1986), com modificações. 

 

As lâminas de FISH foram tratadas em solução de Pepsina (1%) durante 10 minutos a 

temperatura ambiente, 37ºC. Em seguida, lavadas 2 vezes em solução salina concentrada 

(2xSSC) por 10 minutos cada, também a temperatura ambiente. A seguir, as lâminas foram 

submetidas à uma série alcoólica para desidratar, nesta ordem: álcool 70% por 2 vezes durante 

2 minutos cada, álcool 90% por 2 vezes durante 2 minutos cada; e álcool 100% por 1 vez durante 

1 minuto. Então, as lâminas foram envelhecidas durante 1 hora em estufa a 60ºC. 

 

Reagentes Volume Ciclos Telomérica  

   Temperatura Tempo 

H20 8,15 μL 
1. 

Desnaturação 
94º C 1' 

Tampão (10x) 1,5 μL 2. Anelamento 55º C 3" 

dNTPs (1mM) 3,0 μL 3. Extenção 72º C 1' 

Primer F 0,6 μL Repetições 1-3 10x  

 

Primer R 

 

0,6 μL 
4. Desnaturação  

94º C 
 

1' 

MgCl2 (50mM) 1 μL 5. Anelamento 60º C 30" 

Taq polimerase 0,15 6. Extensão 72º C 1'30" 

Volume final 15 μL Repetições 4-6 30x  

  7. Extensão final  

72º C 

 

5' 

  8. Holding 4º C  
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Em solução de Formamida 70%, as lâminas com preparação metafásica foram 

desnaturadas por 55 segundos a 65°C, e posteriormente imersas em álcool 70% gelado durante 

4 minutos. Após, as lâminas foram submetidas à uma série alcóolica, na seguinte ordem: álcool 

70% por 1 vez durante 2 minutos; álcool 90% por 2 vezes durante 2 minutos cada; e álcool 100% 

1 vez durante 1 minuto. Em seguida, foram adicionados 2μl de sonda em 10μl de tampão de 

hibridização 77%, e então foram desnaturadas em termociclador a 70ºC por 15 minutos e 

posteriormente despejada sobre o material cromossômico. Finalmente, a lâmina foi coberta com 

lamínula e mantida em câmara úmida em estufa a 37ºC por 24 horas. 

 

Adiante, as lâminas foram levadas a lavagem de estringência em banho Maria a 

temperatura de 42°C (77% de estringência). No banho Maria as lâminas foram imersas em 

solução de Formamida 50% durante 5 minutos, e colocadas imediatamente em solução de 

2xSSC por 5 minutos e por fim colocadas em solução de 4xTween por 5 minutos. 

 

Os sinais de hibridização foram detectados com anti-digoxigenina-FITC ou avidina- 

CY3. Foi adicionado 0,2μl de anti-digoxigenina-FITC ou 0,4μl avidina-CY3 em 100μl de 

4xTween. A solução de detecção foi despejada sobre as lâminas, e então cobertas com parafilme 

e mantidas em câmara escura por 35 minutos a 37ºC. Em seguida, as lâminas foram lavadas em 

solução de 4xTween por 5 minutos em temperatura ambiente. Finalmente, foi despejado 7μl de 

 

DAPI com antifade sobre a lâmina, que imediatamente foi coberta com lamínula, selada  com 

esmalte transparente e armazenada em caixa apropriada. 

 

2.4 Obtenção e análise de imagens 

 
As imagens de metáfases submetidas a técnicas de bandeamentos cromossômicos foram 

obtidas através de microscópio Olympus BX41, com câmera digital CCD 1300QDS utilizando 

software GenAsis (Applied Spectral Imaging). As imagens de metáfases submetidas a técnicas 

fluorescentes foram obtidas utilizando o software Nis-Elements em microscópio de 

fluorescência Nikon H550. Os cariótipos foram montados seguindo a classificação da 

morfologia cromossômica proposta por Levan et al. (1964) com adaptações: metacêntricos (m), 

submetacêntricos (sm), subtelocêntricos (st) e acrocêntricos (a). A montagem e edição das 

imagens foi realizada utilizando software Adobe Photoshop CS23. 
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3. RESULTADOS 

 
 

Gymnotus carapo “Combú” possui 2n = 42 e fórmula cariotípica de 32 m/sm e 10 

st/a. A heterocromatina constitutiva ocorre na região centromérica dos cromossomos, com 

pequenas faixas intersticiais em alguns cromossomos. O rDNA 18S é encontrado em um único 

par metacêntrico na região proximal do braço longo. O rDNA 5S também é encontrado em um 

único par metacêntrico na região proximal do braço longo. O snRNA U2 marca na região 

centromérica de um par metacêntrico. As sequências teloméricas ocorrem na região distal de 

todos os cromossomos, porém, foram encontradas sequências intersticiais em um par 

metacêntrico e um par acrocêntrico. 

 

 
Figura 5 - A) Obtenção de citogenética clássica convencional de G. carapo, PA, Combú. B) Bandamento C 

C) Cromossomos hibridizados com 18S, 5S, U2 e Telomérica. 

 

 

 

 
m/sm = Metacêntrico/submetacêntrico; st/a = subtelocêntrico/acrocêntrico. 

 
 

4. DISCUSSÃO 

 
Devido à complexidade genética da família Gymnotidae, foi estabelecida uma 

subdivisão em seis clados: clado Electrophorus, clado G1, clado Pantherinus, clado G2, clado 

cylindricus e clado carapo (Lovejoy et al., 2010). A espécie presente, Gymnotus carapo 
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pertence ao clado carapo e confirma a abundante plasticidade e diversidade do gênero. 

 

A fórmula cariotípica de 2n = 42, com a conformação 32 m/sm e 10 st/a encontrada para 

o espécime do “Combú” apresenta o mesmo 2n encontrado por Milhomem et al. (2008), porém 

com a fórmula cariotípica diferente (30 m/sm e 12 st/a). Gymnotus carapo “Combú” (2n=42, 

FC 32 m/sm, 10 st/a) ocorre em uma ilha próximo ao Rio Guamá, onde ocorre G. carapo “São 

Miguel do Guamá” (2n=42, FC 30 m/sm e 12 st/a) (Milhomem et al., 2008). No mesmo estudo, 

a população de Almeirim apresenta a fórmula cariotípica diferente, porém, apresenta um par de 

ITS diferente da encontrada na população do Combú, com duas marcações ITS. Logo, a 

existência de ITS na população do Combú pode ser um indicativo de polimorfismo na população 

evidenciando um rearranjo cromossômico ou a caracterização de uma espécie críptica no 

complexo de espécies Gymnotus carapo. Em Gymnotidae, as regiões organizadoras de nucléolo 

(NOR) encontram, em sua maioria, localizados em um único par cromossômico com exceção 

de G. jonasi (Milhomem et al., 2012), G. pantanal (Fernandes et al., 2005), G. coatesi 

(Machado et al. 2017) e em um citótipo de E. electricus (Fonteles et al. 2008). Milhomem et 

al. (2013) demonstraram por pintura cromossômica o par portador da NOR de G. carapo em 

associação com sondas de rDNA 18S, que dentro do clado G. carapo o cromossomo portador 

da NOR é considerado uma sinapomorfia. 

A hibridização in situ do gene ribossômico 18S corroborou dados previamente obtidos 

para coloração por nitrato de prata (Fernandes-Matioli, 1996), confirmando a existência de 

apenas um único lócus para essa família gênica em G. carapo. Nesse sentido, a maioria das 

marcações se concentram na região distal do cromossomo e na espécie do Combú, está na forma 

interticial, possivelmente derivado de um rearranjo do tipo inversão. 

A caracterização das sequências de rDNA 5S na família Gymnotidae vem sendo 

explorada em recentes trabalhos (Scacchetti et al., 2011; da Silva et al, 2011, 2014a, 2015, 

2019; Utsunomia et al., 2014; Almeida et al., 2015; da Silva et al., 2016; Machado et al. 2017, 

da Silva et al. 2019), onde se observa uma grande variação de número e distribuição dessas 

sequências, desde um único par até 19 pares. Da Silva et al. (2016) também observaram que as 

espécies localizadas na base da filogenia possuem a tendência de ter apenas um ou dois pares, 

como observado em G. javari (Utsunomia et al., 2014), G. coropinae, Gymnotus sp. ‘Negro’ 

(da Silva et al., 2014), G. cf. stenoleucus, G. cf. pedanopterus (da Silva, 2015) e G. coatesi 

(Machado et al. 2017) e um aumento no número de pares, observados no clado carapo. Ainda 

assim, no presente estudo foi observado um único par metacêntrico, um número diferente dos 

encontrados para essa espécie na Bacia Amazônica, que geralmente se apresentam em mais de 
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um par. Essas sequências também foram associadas à transposons (Claro, 2008; da Silva et al., 

2011) e regiões regulatórias (Scacchetti et al., 2012), além de serem marcadores biogeográficos  

(da Silva et al., 2019, da Silva et al., 2021). 

A localização da sonda snRNA U2 na região centromérica de um par metacêntrico é 

análoga à encontrada por Utsunomia et al. (2014) e contribui com a teoria de que cromossomos 

portadores de snRNA são conservados no gênero Gymnotus, sendo um marcador citogenético 

útil para entender as interações cromossômicas do gênero. 

De acordo com os resultados é evidente a presença de sequências teloméricas 

intersticiais (ITSs), podendo ser classificadas em dois tipos: ITS heterocromático (het-ITS) e 

ITS curto (s-ITS). Fica evidente que a evolução cromossômica nesta espécie está ocorrendo por 

rearranjos cromossômicos, como inversões, translocações, fusões e fissões fazendo mudanças 

na conjuntura do cariótipo. 

O par metacêntrico encontrado com pontos intersticiais próximos aos centrômeros 

sugerem a possibilidade de ser um rearranjo cromossômico do tipo Fusão Robertsoniana (Rb), 

em que dois cromossomos acrocêntricos sofrem fusão originando um metacêntrico sem perda 

de sequências teloméricas. Por fim, no par acrocêntrico, há a possibilidade de inversões em 

ambos os cromossomos. 

Os dados citogenéticos disponíveis para o gênero Gymnotus reforçam a existência de 

ampla e interessante variação cariotípica neste grupo. O estudo por meio de citogenética 

molecular permitiu a obtenção de informações de interesse para a melhor compreensão da 

estrutura cariotípica e esclarecimentos acerca do processo evolutivo envolvendo esse gênero. 

 
5. CONCLUSÃO 

 

O gênero Gymnotus apresenta uma intensa plasticidade cariotípica, apresentando uma 

característica críptica dentro do conjunto de espécies encontradas na Amazônia Oriental. A 

presença de sítios teloméricos intersticiais e novos dados para sequências repetitivas de rDNA 

18S, rDNA 5S e snRNA U2 demonstram que a espécie Gymnotus carapo “Combú” apresenta 

características cariotípicas diferentes das observadas em outras populações de “Gymnotus 

carapo” reforçando a existência de uma espécies críptica em potencial. 
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