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RESUMO 

O gênero Trichechus (Sirenia, Trichechidae) é representado por três espécies de peixes-

boi: Trichechus senengalensis, T. manatus (peixe-boi marinho) e T. inunguis (TI - peixe 

boi da amazônia). Para T. manatus são descritas duas subespécies: T. manatus manatus 

(TMM) e T. manatus latirostris.  Na foz do rio Amazonas (Brasil), as espécies TMM e 

TI coabitam (simpátricas) e são capazes de reproduzir, gerando híbridos. No presente 

estudo, comparamos citogeneticamente as espécies TMM e TI e seu provável híbrido, 

com o objetivo de inferir processos de evolução cromossômica e organização genômica 

de certos marcadores de DNA repetitivo em Trichechus. Nossos resultados evidenciaram 

2n=56 com NFa= 86 para TI, 2n=48 com NFa=82 para TMM, e 2n=50 com NFa=88 para 

o provável espécime híbrido. Em todos os casos, a heterocromatina constitutiva 

apresentou-se distribuída na região pericentromérica dos cromossomos. A análise 

comparativa de cariótipos G-bandeados de TI e TMM, demonstrou dez possíveis pares 

cromossômicos com homologias conservadas, três possíveis rearranjos robertsonianos e 

uma possível inversão paracêntrica. A comparação de cariótipos G-bandeados do híbrido 

com TI e TMM, evidenciou 4 possíveis pares de cromossomos autossomos comuns aos 

espécimes estudados, 4 possíveis pares homólogos à TMM, 2 possíveis pares homólogos 

à TI e 13 pares sem similaridade de bandas. Nossos resultados indicam que o espécime 

híbrido provavelmente é de segunda geração com reprodução entre parentais de 2n = 52 

(híbrido de primeira geração) e 48 (peixe-boi marinho). Em todos os indivíduos, a FISH 

mostrou DNA ribossomal 45S localizado no braço curto do par 20 coincidindo com a 

região organizadora de nucléolo (NOR), nota-se que o padrão de bandeamento G 

semelhante, sugerindo que o par 20 é conservado entre os Trichechus. O mapeamento de 

sequências teloméricas (TTAGGG) apresentam-se em regiões distais dos cromossomos. 

A distribuição do elemento transponível LINE-1 apresenta-se pericentromérica e dispersa 

ao longo dos cromossomos. Entretanto, no par 1 de TMM, se observou marcações de 

LINE-1 com padrão similar a bandas G. Essas marcações podem estar associadas a 

recente distribuição do retroelemento no genoma das espécoes. Em TI e TMM, o U2 

snDNA apresentou clusters em regiões pericentroméricas e marcações dispersas em 

outras regiões cromossômicas, demonstra a alta dinâmica dessas sequências. O resultado 

do alinhamento da sequência de U2 snDNA revelou similariedade com a espécie 

Loxondonta africana. Considerando a filogenia de Trichechus e os resultados do presente 

estudo, sugerimos que rearranjos do tipo fusão e fissão, foram os principais mecanismos 

responsáveis pela evolução cromossômica das espécies TI e TMM, com redução do 2n = 

56 para 2n = 48.  

 

 

Palavras-chaves: Peixe-boi, híbrido, DNAs repetitivos, Sirenia, Trichechus. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 CONSIDERAÇÕES SOBRE A ORDEM SIRENIA  

Os primeiros registros fósseis da ordem Sirenia datam no período Eoceno, que 

correspondem a Era Cenozóica, cerca de 50 milhões de anos atrás (DOMNING, 2009). 

O ápice da diversidade dos sirênios ocorreu no Mioceno, onde era possível encontrar 

inúmeros gêneros e espécies com diversidade morfológica e alimentar; atualmente, essa 

fauna sofreu vários declínios ocasionados pelas alterações climáticas, geológicas, 

oceanográficas e ações antrópicas (DOMNING, 1981; DOMNING, 2009; MARSH et al., 

2011). 

As espécies que constituem a ordem Sirenia evoluíram de um ancestral 

quadrúpede que habitava a terra; as características modificadas envolvem os membros 

posteriores que foram degenerados e os pêlos que cobriam todo corpo sofreram rigorosa 

perda, restando poucos fios dispersos ao longo do corpo (RONALD et al., 1978). 

Atualmente, esses animais vivem exclusivamente no ambiente aquático com distribuição 

no mar, estuários ou rios de águas rasas ou costeiras (BERTRAM & BERTRAM 1973; 

SATHASIVAM, 2004). São mamíferos herbívoros que se alimentam de macrófitas 

aquáticas e semi-aquáticas, consumindo espécies endêmicas no ambiente em que vivem 

(BEST, 1983; COLARES & COLARES, 2002). 

As relações filogenéticas da Ordem Sirenia são estabelecidas na superordem 

Paenungulata, que também agrupa elefantes, hirax; esta superordem é inclusa no clado 

Afrotheria.  Estudos de marcadores de DNA mitocondrial e nuclear (SPRINGER et al., 

1999), pintura cromossômica (PARDINI et al., 2007) e dados utilizando retrotransposon 

sugerem a monofilia de Paenungulata, sugerindo que as divergências entre as ordens 

ocorreram em curto período (NISHIHARA et al., 2005). 

As ordens Proboscidea, Desmostylia (extinto), Hyracoidea, Tubulidentata e 

Sirenia são consideradas grupos que estão estreitamente relacionados, pois compartilham 

o mesmo ancestral terrestre (O’SHEA, 1994; THEWISSEN AND DOMNING, 1992; 

DOMNING, 2001).  Simpson (1945) propôs a hipótese que as ordens Sirenia, 

Proboscidea e Hyracoida fossem agrupadas na super ordem Paenungulata (Afrotheria) 

(SPRINGER et al., 2003). McKenna (1975) propôs que a ordem Sirenia, Proboscidea 

(elefantes) e a extinta Desmostylia fossem reunidas no clado monofiletico em Tethytheria 

(Figura 1).  
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Figura 1: Cladograma ilustrando a posição e relação da Ordem Sirenia com os seus 

parentais elucidando os tetiterias (†= extinto), como proporsto por MCKENNA (1975). 

Fonte: BERTA et al., 2015. 

 

A ordem Sirenia consiste em quatro espécies pertencentes a duas famílias: 

Dugongidae e Trichechidae. A família Dugongidae é representada pela espécie Dugong 

dugon Mülller, 1776, com distribuição nos oceanos Índico e Pacífico (HUSAR, 1978c). 

A família Trichechidae é constituída apenas pelo gênero Trichechus, que agrupa três 

espécies de peixes-boi: Trichechus inunguis Natterer, 1883 (peixe-boi amazônico), 

Trichechus senengalensis Link, 1795 (peixe-boi africano) e Trichechus manatus 

(marinho) Linnaeus, 1758. Para esta última espécie foram classificadas duas subespécies: 

Trichechus manatus manatus Linnaeus, 1758 e Trichechus manatus latirostris Harlan, 

1824 (HUSAR, 1978c; FORSTEN & YOUNGMAN, 1982; MARSH & LEFEBVRE, 

1994; SATHASIVAM, 2004).  
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1.2 FAMÍLIA TRICHECHIDAE 

A família Trichechidae é composta por um único gênero com três espécies de 

peixes-boi distribuídas nas regiões tropicais e subtropicais (Figura 2): Trichechus 

inunguis (peixe-boi da Amazônia) que se encontra difundida ao longo da Bacia 

Amazônica; Trichechus manatus (peixe-boi marinho ou das Índias Ocidentais) ao longo 

do continente americano, desde a Flórida (EUA) até a região Nordeste do Brasil habitando 

as águas costeiras e rios; Trichechus senegalensis (peixe-boi africano), cuja distribuição 

abrange o continente africano desde o Senegal até Angola, sendo encontrado ao longo da 

costa, estuários e rios (MARSH et al., 1986; MARSH & LEFEBVRE, 1994; VIANNA et 

al., 2007; DOMNING, 2001). Há registros de hibridação de espécies encontradas na 

América do Sul (GARCIA-RODRIGUEZ et al., 1998; VIANNA et al., 2006). 

 

 

Figura 2: Distribuição das espécies da família Trichechidae (Trichechus manatus, T. 

inunguis e T. senengalesis) e Dugongidae (Dugong dugon), incluindo as subespécies 

derivadas do peixe-boi marinho (Trichechus manatus latirostris e T. manatus manatus). 

Fonte: Houlguin-Medina, 2008. 

 



14 
 

As relações filogenéticas entre Trichechus por estudos morfológicos sugerem 

Trichechus inunguis basal em relação as demais espécies (Figura 3) (DOMNING, 1994)., 

Cantanhede et al. (2005), ao realizarem análise filogeográfica de Trichechus sugeriram 

que T. manatus pode ser uma espécie parafilética. Vianna et al., (2006), analisando a 

região de controle do mtDNA, evidenciaram três haplótipos distintos para T. manatus, 

agrupando as populações desta espécie em três clusters diferentes: o cluster 1 (Flórida, 

México, Grandes Antilhas, América Central e Caribe Costa da América do Sul) apresenta 

monofilia com T. inunguis, corroborando a hipótese de que T. manatus pode ser uma 

espécie parafilética. As relações pela árvore neighbour-joining (NJ) e máxima parcimônia 

(MP) utilizando citocromo b (menos propensa a homoplasias) sugerem a existência da 

monofília do gênero, mas posicionam o peixe-boi amazônico como basal e as espécies 

marinha derivadas do mesmo ancestral (VIANNA et al., 2006).  

 

 

Figura 3: Relações filogenéticas da ordem Sirenia com base na morfologia. Fonte: 

Domning (1994), modificado por Prista (2012). 
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1.2.1 Trichechus manatus Linnaeus, 1758 

O nome Trichechus manatus (Figura 4) é de origem grega e caribenha, as palavras 

gregas trichos (pêlos) e ekh (ter/possuir), expressam a presença de pêlos no corpo e face, 

já o termo caribenho manati refere-se à presença de glândulas mamárias (REYNOLDS 

III et al., 2009).  Pela necessidade alimentar e remoção de ectoparasitas, o peixe-boi 

marinho é capaz de entrar em fonte de água doce (HATMAN, 1979; LIMA et al., 2011). 

 

 

Figura 4: Espécime de Trichechus manatus manatus do cativeiro do Centro Nacional de 

Pesquisaa e Conservação de Mamíferos Aquáticos (CMA), Itamaracá-Pernambuco. Foto: 

Monique Chagas. 

 

No Brasil, o peixe-boi marinho pode ser encontrado no litoral da Região Norte 

com população estimada em 207 animais distribuídos no estado do Pará, Amapá e 

Maranhão (considerado Norte, por questões ambientais), a população do litoral Nordeste 

é superior com 242 (valor estimado) indivíduos dispostos ao longo do estado de Alagoas, 

Pernambuco, Paraíba, Rio Grande do Norte, Ceará e Piauí, com descontinuidades em 

algumas regiões e ausência no estado de Sergipe (LUNA et al., 2008a; LUNA et al., 

2008b; LUNA et al., 2008c; LIMA et al., 2011). 

Dados disponíveis na literatura com base nas análises óssea e tecidual, 

principalmente peculiaridades de morfometria geométrica do crânio, apoiam a hipótese 

da existência de duas subespécies para T. manatus, identificados como Trichechus 

manatus manatus e Trichechus manatus latirostris (HATT, 1934; DOMNING E 

HAYEK, 1986).  
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Barros et al. (2016) retornaram com o estudo sobre as subespécies dos 

triquequídeos utilizando a morfometria geométrica craniana em 3D e estudos 

cromossômicos para compreender suas diferenças. Os resultados obtidos a respeito da 

análise morfométrica (Figura 5), evidenciam a diferença da população encontrada no 

Brasil (Trichechus manatus manatus) das demais encontradas no Caribe (Trichechus 

manatus manatus) e nos EUA (T. manatus latirostris). A ocorrência da variação de T. 

manatus manatus está associada a barreiras geográficas, como rio Amazonas, uma vez 

que pode influenciar na interrupção do fluxo gênico (BARROS et al., 2016).   

Estudos utilizando marcadores moleculares, como DNA mitocondrial e 

microssatélites (GARCIA-RODRIGUEZ et al., 1998; CANTANHEDE et al., 2005; 

VIANNA et al., 2006; HUNTER et al., 2012), não concordam com a divisão de T. 

manatus em subespécies, como proposto por dados morfológicos. Dessa maneira, análise 

de DNA mitocondrial identificou três clusters para o peixe-boi marinho: uma linhagem 

na região da Florida e Índias Ocidentais (Colômbia, Puerto Rico e Republica 

Dominicana); a segunda na porção do Golfo do México e rios Caribenhos (Colômbia, 

Venezuela e México); e a terceira na América do Sul, na região Nordeste do Brasil e na 

Guiana (GARCIA-RODRIGUEZ et al., 1998; VIANNA et al., 2006). 

 

 

Figura 5: Resultados da Análise de Componentes Principais (Principal Component 

Analysis- PCA) com as coordenadas do teste estatístico Procrustes. Trichechus manatus 

manatus do Brasil (1), Trichechus manatus manatus caribenha e as setas representam a 

população da Guiana (acima) e Suriname (abaixo) (2) e Trichechus manatus latirostris 

(3). Fonte: Barros et al., 2016. 
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Morfologicamente Trichechus manatus pesa menos de 500 kg com cerca de 3 a 4 

metros (HUSAR, 1977a). A pele do peixe-boi marinho sofre transições na tonalidade de 

cinza a marrom, em alguns momentos nota-se o crescimento de algas ao longo do seu 

corpo robusto, conferindo a coloração verde observada em alguns animais, aparentemente 

os pêlos são incolores (JEFFERSON et al., 1993) e a presença de quatro unhas na 

nadadeira frontal (LUNA et al., 2010).  

As espécies brasileiras desde o período colonial sofrem com a pressão da caça 

predatória e pela falta de ambiente adequado que ofereçam abrigos para serem utilizados 

como berçários para que os filhotes não estejam sujeitos a desgarre, assim reduzindo a 

abundância (LUNA et al., 2008a). Apesar de serem protegidos por lei desde o fim da 

década de 1960, somente duas décadas mais tarde iniciaram as medidas cabíveis através 

do Projeto Peixe-boi Marinho do IBAMA (LUNA et al., 2008b), e o Plano de Ação 

Nacional Para a Conservação dos Sirênios (LUNA et al., 2011). 

 

1.2.2 Trichechus inunguis Natterer, 1883 

O nome científico do peixe-boi Amazônico, Trichechus inunguis, (Figura 6) foi 

escolhido devido à ausência de unhas, uma das características da morfologia externa 

(HUSAR, 1977b; ROSAS, 1994).  

 

 

             Figura 6: Trichechus inunguis, peixe-boi da Amazônia (Fonte: ICMBio). 
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 O peixe-boi da Amazônia é restrito a ambiente de água doce da Bacia Amazônica 

(BERTRAM & BERTRAM 1973; MARSH et al.,1986), onde a sua distribuição depende 

da disponibilidade de alimento (BEST, 1983). 

A morfologia externa e esquelética, T. inunguis é o mais derivado (DOMNING & 

HAYEK, 1986). O tamanho do crânio é menor (BARROS et al., 2016). É a menor 

espécie, quando comparada às outras do mesmo gênero, podendo pesar cerca de 450kg e 

o comprimento pode chegar ao alcance de 3 metros (JEFFERSON et al., 1993). Outras 

características para identificar a espécie são: machas presentes na porção ventral de cor 

clara, ausências de unhas nas nadadeiras, a coloração corporal escura com tonalidade de 

cinza escuro a preta, e a pele lisa (HUSAR, 1977b; RONALD et al., 1978; ROSA, 1994; 

REYNOLDS III et al., 2009). 

 A população de peixe-boi Amazônico foi drasticamente reduzida no período pré-

colonial (SANTOS & SANTOS, 2005), a carne e a gordura eram aproveitadas na 

alimentação e a gordura se utilizava na iluminação doméstica (VERISSIMO, 1970).  

 

1.2.3 Híbrido 

A hibridação é um termo que se refere ao cruzamento de populações 

geneticamente distintas e indenpendente da taxonomia (RHYMER & SIMBERLOFF, 

1996). A frequência da hibridação está relacionada com os mecanismos de isolamento 

reprodutivo pré-zigóticos e pós-zigóticos, por seleção natural com intuito de evitar a 

ocorrência de híbridos ou espera-se que sejam espécies menos viáveis no meio ambiente 

(MALLET, 2005). Geralmente híbridos de primeira geração possuem vigor híbrido, 

porém, são menos aptos e férteis; há casos de híbridos mais aptos que contribuem para 

adaptação por introgressão de alelos simples ou por recombinação de genótipos 

(BARTON, 2001; MALLET, 2005) 

Garcia-Rodriguez et al. (1998) foram os primeiros a apresentarem a ocorrência de 

hibridação interespecífica em peixe-boi, onde três indivíduos da Guiana Francesa foram 

descritos como Trichechus manatus, contudo, através dos resultados de DNA 

mitocondrial, foi possível identificar haplótipos correspondendo a T. inunguis. Vianna et 

al. (2006) utilizando análise de DNA mitocondrial, microssatélite e citogenética, também 

identificaram híbridos entre suas amostras de Trichechus. Mediante análise de DNA 

mitocondrial, identificaram quatro espécimes T. manatus com haplótipos 

correspondentes a T. inunguis, e um T. inunguis com haplótipos correspondentes a T. 

manatus. Entre os híbridos descritos com o estudo de microssatélites e cromossômos, 
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foram relatados dois casos de espécimes híbridos de segunda geração (2n=50), resultante 

do cruzamento entre um híbrido de primeira geração (2n=52) e um peixe-boi marinho (T. 

manatus, 2n=48), assim sugerindo que híbridos de peixe-boi encontrados na natureza são 

viáveis. 

 

 

Figura 7: Provável peixe-boi híbrido de segunda geração (Poque) presente no Cativeiro 

Nacional de Pesquisa e Conservação de Mamíferos Aquáticos (CMA), Itamaracá-

Pernambuco. Foto: Monique Chagas 

 

 Vianna et al. (2006) constataram que os híbridos foram encontrados em áreas onde 

as espécies marinha e amazônica vivem em simpatria, essa região se estende pela foz 

(boca) do Rio Amazonas ao oeste da Guiana.  

Bérubé e Aguilar (1998) reforçam que a ocorrência de hibridação interespecífica 

pode ser ocasionada quando espécies possuem necessidades de habitat semelhantes. 

Dessa forma, a ocorrência das espécies nessa região se deve ao ambiente atrativo com 

excelente fonte alimentar, presença de água doce e a fatores abióticos propícios (LUNA 

et al., 2008a; LUNA et al., 2008c; LUNA et al., 2010 LIMA et al., 2011).  

São conhecidos 57 híbridos cetáceos e 1.144 híbridos para a superfamília 

pinípedes (SCHAURICH et al., 2012). Em alguns estudos com base na análise 

morfológica, molecular e citogenética foi possível documentar casos de mamíferos 

aquáticos híbridos, descententes de cruzamento entre Balaenoptera physalus (barbatana) 

e B. musculus (baleia azul) (ARNASON et al., 1991; BÉRUBÉ & AGUILAR, 1998), 
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Tursiops truncatus (golfinho-de-nariz-de-garrafa) e Sotalia guianensis (boto-cinza) 

(CABALLERO & BAKER, 2010), entre outros mamíferos (BRUNNER, 2002; YAZDI, 

2002; WILLIS et al., 2004). Descrições de hibridações foram igualmente inferidas para 

outos vertebrados aquáticos, como em tararugas Chelonia mydas (tartaruga-verde) e 

Eretmochelys imbricata (tartaruga-de-pente) (WOOD et al., 1983), Eretmochelys 

imbricata (tartaruga-de-pente) e Caretta caretta (cabeçuda) (PROIETTI et al., 2014). E 

peixes entre o cruzamento das espécies Colossoma macropomum e Piaractus 

brachypomus (NIRCHIO et al., 2003). As consequências evolutivas resultantes deste 

processo de hibridação envolvem fatores relacionados à aptidão, frequência de 

ocorrência, sistemas reprodutivos, história evolutiva e grau de diferenciação genética das 

espécies envolvidas (ARNOLD, 1992; SCHAURICH et al., 2012). 

 

1.3 ANÁLISES CITOGENÉTICAS: Trichechus 

 Estudos de citogenética clássica para a Ordem Sirenia são conhecidos para T. 

inunguis e para as subespécies Trichechus manatus manatus e T. manatus latirostris. Até 

o momento, não há informações citogenéticas para T. senengalesis. 

O espécime T. inunguis capturado em Letícia na Colômbia, apresentou o número 

diploide (2n) igual a 56 cromossomos, com cariótipo composto de 7 pares de 

cromossomos metacêntricos, 3 submetacêntricos, 2 subacrocêntricos e 13 pares 

acrocêntricos. Os cromossomos sexuais são distintos dos demais, com X submetacêntrico 

e Y acrocêntrico. Os autores não apresentaram a imagem do cariótipo. Posteriormente, 

Assis et al. (1988), descrevem o número diploide, 2n=56, porém os espécimes analisados 

por estes autores apresentaram cariótipo com 14 pares de cromossomos meta e 

submetacêntricos, e 13 pares de cromossomos acrocêntricos (NFa=82), com X 

submetacêntrico e Y acrocêntrico. Estas análises incluem a descrição da heterocromatina 

constitutiva pericentromérica, bandeamento G e um par com marcação Ag-NOR, 

localizada no par 20 (acrocêntrico). 

Em relação a T. manatus manatus, Vianna et al. (2006) relataram que a população 

brasileira de T. m. manatus possui 2n=48 (cariótipo não apresentado), com 2n semelhante 

ao da Flórida. Segundo Barros et al. (2016), o cariótipo de T. m. manatus do Brasil, 

apresenta 2n=48 e é composto de 9 cromossomos metacêntricos, 5 submetacêntricos, 8 

subtelocêntricos e 1 acrocêntrico, com NF=90. Por outro lado, Hunter et al. (2012), 

fizeram análises de bandeamento G em espécimes de T. m. manatus provenientes de Porto 
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Rico com NFa=92 e constataram cariótipo com 10 cromossomos subtelocêntricos, 5 

submetacêntricos e 8 metacêntricos, diferente daquele analisado por Barros et al. (2010). 

O primeiro cariótipo de T. manatus latirostris foi descrito por White et al. (1976), 

com 2n=48 e organização cromossômica em três grupos, de acordo com a morfologia dos 

cromossomos (1º grupo formado por submetacêntrico e subacrocêntrico; 2º metacêntrico; 

3º acrocêntrico), os cromossomos sexuais X e Y foram identificados como 

submetacêntrico e acrocêntrico, respectivamente. Gray et al., (2002) estudaram a espécie 

T. manatus latirostris por técnicas de bandeamentos cromossômicos G, Q e C. Os 

resultados demonstraram 2n=48, com NF=96, HC localizada na região pericentromérica, 

e Ag-NOR no par 20 para esta subespécie. 

 

Tabela 1: Revisão das informações cromossômicas em Trichechus. 

 

 

A análise utilizando citogenética molecular foram aplicadas, até o momento, na 

espécie Trichechus manatus latirostris com pintura cromossômica utilizando sondas de 

humano (HSA) (KELLOGG et al., 2007) e a ZOO-FISH foi realizada para compreender 

a estrutura cromossômica e evolução do grupo (PARDINI et al., 2007). Foram 

observados 44 segmentos conservados entre o genoma de HSA e T. manatus latirostris. 

No cromossomo 7 foram encontrados três sinais evidentes da hibridização de HSA 12 

favorecendo provavelmente uma inversão pericêntrica. Outras sondas demonstraram alta 

reorganização genomica, como por exemplo, HSA2 que mostrou sinais de hibridização 

Espécie Localidade 2n/NF Técnicas Citogenéticas Referências 

Trichechus inunguis 

T. inunguis Colômbia 56/- Convencional 
LOUGHMAN et al., 

1970 

T. inunguis Brasil, Colômbia 56/82 BG, BC, NOR ASSIS et al., 1988 

Trichechus manatus manatus 

T. m. manatus Brasil 48/- convencional VIANNA et al., 2006 

T. m. manatus Porto Rico 48/- BG HUNTER et al., 2012 

T. m. manatus Brasil 48/90 BG, BC, NOR BARROS et al., 2016 

Trichechus manatus latirostris 

T. m. latirostris - 48/- convencional WHITE et al., 1976 

T. m. latirostris - 48/96 BG, BC, BQ GRAY et al., 2002 
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nos cromossomos 10, 15, 17 e 23 de T. m. latirostris, e também HSA3 que hibridou em 

segmentos dos cromossomos 6, 9, 15, 17, 19 desta subespécie. As informações obtidas 

por mapeamento cromossomo apoiam a subordem Tethytheria (associação entre Sirenia 

e Proboscidea), Paenungulata e Afrotheria (KELLOGG et al., 2007). 

Pardini et al. (2007) empregaram a pintura cromossômica cruzada (ZOO-FISH) 

com sondas específicas de elefante (Loxodonta africana), peixe-boi marinho (Trichechus 

manatus latirostris) e hyrax (Procavia capensis), e usaram Orycteropus afer (porco-da-

terra) e o humano como outgroup. Essas análises levantaram informações importantes 

sobre as variações cromossômicas ocorridas em cada táxon ao longo da evolução, assim 

contribuindo para a construção do cariótipo ancestral Paenungulata (2n=58) e corroboram 

a hipótese a respeito dos Paenungulatas (Figura 8). 

 

 

Figura 8: Árvore filogenética representando o cariótipo ancestral Paenungulata (APK) 

constituído através das alterações cromossômicas de elefante (LAF), peixe-boi (TMA) e 

hyrax (PCA). Fonte: PARDINI et al., 2007. 

 

1.4 DNA REPETITIVO 

1.4.1 Aspectos gerais e classificação  

As sequências de DNA repetitivo estão presentes substancialmente na composição 

do genoma de organismos eucariontes, por se encontrar repetidas em centenas ou milhares 
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de vezes, proporcionando maior porção do conteúdo no DNA nuclear (HARDMAN, 

1986; BISCOTTI et al., 2015). 

As sequências repetitivas, durante muitos anos foram conhecidas como “DNA 

lixo” (junk DNA) ou “DNA parasita”, por não apresentarem ação funcional definida 

(ORGEL & CRICK, 1980; SHAPIRO & STERNBERG, 2005; CABRAL-DE-MELLO 

& MARTINS, 2010b). Entretanto, estudos sugerem que esse tipo de DNA está 

relacionado aos processos biológicos essências, influenciando na organização estrutural 

e funcional do genoma (BISCOTTI et al., 2007; MARTINS et al., 2011).  

 O conhecimento das caraterísticas das sequências repetitivas é importante para 

compreender a sua distribuição, organização, comportamento e o potencial funcional 

(MEHROTA & GOYAL, 2014). Dessa maneira, os DNAs repetitivos abrangem as 

famílias multigênicas, DNAs satélites, microssatélites, minissatélites e elementos 

transponíveis, que podem apresentar-se intercaladas ou in tandem no genoma (JUAN et 

al., 1993; CHARLESWORTH et al., 1994; CABRAL-DE-MELLO & MARTINS, 

2010b). 

Dentre as famílias multigênicas, estão os genes que transcrevem os RNAs 

ribossomais 18S+5,8S+28S (DNAr 45S) e seus espaçadores intergênicos inclusos no 

RNA mensageiro. Essas sequências são moderadamente repetitivas e se localizam em um 

ou mais pares cromossômicos; esses sítios correspondem às regiões organizadoras de 

nucléolo (constrição secundária); outra classe que compõe as famílias de multigenes 

ribossômicos são as sequências que transcrevem o RNAr 5S (compostas por 

aproximadamente 120 pares de bases conservadas) e seus espaçadores não-transcritos 

organizados in tandem; (LONG E DAWID 1980; INAFUKU et al., 2000; MARTINS & 

WASKO, 2004; GUERRA, 2004; ALVES-COSTA, 2006). As unidades de DNAr in 

tandem podem se encontrar dispostas no cromossomo em regiões pericentromérica, 

telomérica, subtelometrica ou/e intercalada (KUBIS et al., 1998).  

O gene small nuclear RNAs (snRNA), outro representante da família multigênica, 

é um dos componentes do complexo ribonucleoproteico (snPNPS) que são responsáveis 

pelo processo de splicing no RNAm (GUTHRIE & PATTERSON, 1988; UBEDA-

MANZANARO et al., 2010). Igualmente atuando no processo de transcrição e 

desempenhando funções importantes na homeostase celular (VALADKHAN, 2005). O 

U2 snDNA geralmente é conservado em um par cromossômico (ALMEIDA et al.,2017), 

porém, ele pode estar associado a outros multigenes (UTSUNOMIA et al., 2014) ou 

apresentarem de forma dispersa (UBEDA-MANZANARO et al., 2010). 
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 Os elementos transponíveis (ETs) são classificados de acordo com a molécula 

intermediária, em elementos de classe I ou retrotransposon e os de classe II ou 

transposons. Os elementos de classe I ou retrotransposons atuam utilizando a transcriptase 

reversa, para realizar a transposição através de uma molécula intermediária de RNA, 

processo semelhante ao usado pelos retrovírus; os retrotransposons podem ser divididos 

em diversas subclasses, entre estes estão: LTR (LTR- Long Terminal Repeat) que 

possuem longas sequencias de repetições nas suas extremidades; e retrotransposons não-

LTR, cuja estrutura não apresenta tais sequencias terminais (CHARLESWORTH, 1994; 

KAZAZIAN, 2004; GRIFFITHS et al., 2008). Os não-LTR são elementos nucleares 

conhecidos por serem interdispersos (LINEs) e curtos (SINEs), e por apresentarem nas 

terminações, sequências de nucleotídeos poli-A (VARANI et al., 2015). 

 LINE-1(Long Interspersed Nuclear Element) é um elemento transponível não-

LTR que possui todos os componentes necessários para realizar a transposição 

(autônomo), em sua estrutura, apresenta um 5’UTR com promotor de RNA polimerase 

II, dois Open Reading Frame (OFR-1 codifica proteínas de ligação com o RNA e OFR-

2 codifica proteínas para realizar atividade de endonuclease e transcriptase reversa), uma 

3’UTR com uma cadeia de poliadenilação (KLEIN & O’NEILL, 2018).  

LINE-1 é um retrotransposon abundante no genoma de mamíferos, em humanos 

compreende 17% do genoma (BOEKE, 1997), atua como elemento de reforço no 

processo de inativação do cromossomo X, disseminando sequências para possivelmente 

estabilizar e realizar o processo de dosagem de genes ligados ao cromossomo X (LYON, 

2000). 

 Os ETs são importantes componentes do DNA que podem atuar no controle da 

atividade gênica, mediante a inserção de genes alterando sua estrutura e expressão, 

consequentemente desencadeando rearranjos cromossômicos (deleções, inversões, 

translocações, duplicação e amplificação) que contribuem para mapeamento genético e 

para elucidar estudos filogenéticos e populacionais (O’DONNELL & BURNS, 2010; 

OZOUF-COSTAZ; 2003). No homem, a perda da aptidão ocasiona o desenvolvimento 

de doenças genéticas causadas por mutações (CHARLESWORTH et al., 1994). Em 

alguns casos, as mutações podem não apresentar efeitos deletérios, mas como fonte de 

diversidade gênica dos organismos com potencial evolutivo (BIÉMONTE & VIEIRA, 

2006; RAO et al., 2010). 

Na análise de citogenética molecular, sondas contendo DNAs repetitivos são 

importantes marcadores cromossômicos para estudos de evolução das espécies, 
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identificação de cromossomos supernumerários, cromossomos sexuais e os rearranjos 

cromossômicos (CABRAL-DE-MELLO et al., 2010a). Até o momento, não foram 

realizadas análises citogenéticas de sequências repetitivas em Trichechidae, isso mostra 

a necessidade de estudos de mapemantos comparativos de sequências repetitivas, que 

permitirão compreender a organização genômica e possíveis rearranjos cromossômicos 

ocorridos indicando uma perspectiva sobre a evolução cariotípica na família. 

 

2. OBJETIVOS 

2.1 OBJETIVO GERAL 

Analisar e comparar citogeneticamente amostras de peixe-boi amazônico (TI), peixe-

boi marinho (TMM) e o provável híbrido (Poque), de forma a contribuir na compreensão 

do processo evolutivo e contribuir com estudos de conservação do grupo. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

a) Caracterizar o cariótipo das espécies de Trichechus comparando número diploide 

(2n) e número fundamental (NF) e distribuição de heterocromatina constitutiva 

(HC); 

b) Descrever as homologias cromossômicas entre as espécies de peixes-boi 

marinho, amazônico e híbrido, por bandeamentoto G, e propor possíveis 

rearranjos cromossômicos ocorridos.  

c) Realizar mapeamento físico de sequências teloméricas, DNA ribossomal 45S, U2 

snDNA e do Elemento de Transposição LINE-1, por Hibridização in situ 

Fluorescente (FISH); 

 

3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 AMOSTRAS 

As amostras de sangue utilizadas no presente estudo foram compostas por 3 de 

exemplares macho e 3 fêmeas de Trichechus inunguis (peixe-boi-da-Amazônia) e 2 

machos e duas fêmeas Trichechus manatus manatus (peixe-boi marinho) provenientes, 

respectivamente, do cativeiro da Faculdades Integradas do Tapajós em Santarém no 

Estado do Pará (Brasil) e Centro Nacional de Pesquisa e Conservação de Mamíferos 

Aquáticos (CMA), localizado no município de Itamaracá no Estado de Pernambuco 
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(Brasil). Um provável híbrido (“Poque”) foi coletado no cativeiro do CMA, Itamaracá-

Pernambuco, Brasil. Autorização de coleta SISBIO (Número: 44915-1). 

  

3.2 OBTENÇÃO DE CROMOSSOMOS MITÓTICOS 

 As preparações para obtenção de cromossomos metafásicos foram realizadas 

mediante a técnica de cultura temporária de linfócitos, segundo o protocolo desenvolvido 

por Moorhead et al. (1960), com modificações para peixe-boi: 

O prototocolo consistiu na coleta de 5 mL de sangue do animal utilizando seringa 

contendo anticoagulante heparina.  Foram semeados 0,5 mL de sangue total em 5 mL 

meio de RPMI-1640. Posteriormente, as amostras foram incubadas na estufa contendo 

CO2 à 37ºC durante 72 horas, para que ocorra o cultivo celular. Durante o período de 

incubação, as preparações foram homogeneizadas delicadamente duas vezes ao dia. 

Todos os procedimentos foram executados em ambiente estéril. 

Uma hora antes do término do processo de incubação de 72 horas, foi adicionado 

0,1 mL de colchicina (concentração 1:40; Colchemid). Esse tratamento impede a 

formação do fuso acromático, assim promovendo o bloqueio e acúmulo temporário de 

células em metáfase. Após adição do alcalóide, as preparações retornaram à estufa para a 

conclusão do cultivo. 

Ao finalizar o processo de incubação na estufa, o material foi transferido para tubo 

falcon de 15 mL, ressuspendido e submetido ao processo de centrifugação a 1000 RPM 

durante cinco minutos. O sobrenadante foi descartado e substituído por solução 

hipotônica (KCL) 0,075M, previamente aquecida na estufa a 37ºC, ressuspendindo e 

novamente armazenado em estufa de CO2 a 37ºC durante 20 minutos. Logo após, foi 

adicionado 1 mL de fixador gelado (4 mL de metanol para 1 mL de ácido acético) para 

interromper a ação da hipotonização, e imediatamente ressuspendido e centrifugado a 

1000 RPM por 5 minutos. Novamente o sobrenadante foi descartado e substituído por 5 

mL de fixador 4:1 gelado, homogeneizado e armazenado no freezer. 

 

3.4 CITOGENÉTICA CLÁSSICA  

3.4.1 Técnica de coloração convencional 

As lâminas com o material fixado, foram coradas utilizando Giemsa a 10% diluída 

em tampão fosfato com o pH 6,8, na proporção 1:3, durantes 6 minutos. Posteriormente 

as lâminas foram lavadas e deixadas a secar em temperatura ambiente. 
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3.4.2 Técnica Bandeamento G 

 Os protocolos utilizados na técnica de bandeamento G foram descritos por 

Seabright (1971) e Verna e Babu (1995) com modificações: 

As lâminas com material cromossômico foram submetidas a ação da solução 

proteolítica da tripsina (0,1%) em temperatura ambiente por 25 segundos, posteriormente 

foram imensas em solução salina (2xSSC) à 60ºC durante 5 segundos, lavadas com água 

destilada gelada para interromper a ação dos reagentes, secas ao ar e coradas com Wright 

na proporção 3:1 (1mL de Wright para 3 mL de tampão fosfato pH 6,8) durante 2 minutos 

para evidenciar o padrão de bandas. 

 

3.4.3 Técnica Bandeamento C 

 A detecção da heterocromatina constitutiva foi obtida segundo o protocolo 

descrito por Summer (1972), com modificações: 

As lâminas foram submetidas ao tratamento de ácido clorídrico 0,2N em 

temperatura ambiente durante 10 minutos. Posteriormente imersas na solução de 

hidróxido de bário (Ba(OH)2) 2% durante 18 segundos e submetidas imediatamente ao 

ácido clorídrico 0,1N durante 10 segundos para neutralizar a ação da base, ambos 

procedimentos em 60ºC. Logo após as lâminas foram expostas a solução salina de 2xSSC 

à 60ºC por 12 minutos, lavadas e coradas com Wright na proporção 3:1 (1mL de Wright 

para 3 mL de tampão fosfato pH 6,8) durante 3 minutos.    

 

 

3.5 CITOGENÉTICA MOLECULAR 

3.5.1 Extração de DNA 

 O processo de extração de DNA seguiu o protocolo fenol-clorofórmio descrito por 

Sambrook et al. (1989), com as modificações necessárias para as amostras de sangue de 

Trichechus manatus manatus e T. inunguis de modo que: 

Foram adicionados 200 µL de sangue, 300µL de tampão de homogenização, 300 

µL de tampão de lise e 20 µL de proteinase K em um eppendorf. Homogeneizar a solução 

e deposita em banho-maria á 55ºC durante 30 minutos, agitando cuidadosamente a cada 

10 minutos. Após o tempo de incubação, deixar a solução esfriar em temperatura 

ambiente. Adicionar 700 µL de fenol-clorofórmio e homogeneizado cuidadosamente, 

centrifugado a 1.4000 RPM durantes 15 minutos e o sobrenadante transferido para outro 

recipiente. Em seguida, acrescidos 700 µL de clorofórmio-álcool isoamílico concentração 



28 
 

2:1, novamente foi devidamente homogeneizado, centrifugado e sobrenadante retirado 

foi depositado em outro recipiente. Após, foi inserido 100 µL de acetato de sódio (3M 

com pH 4,8) e devidamente misturado. Para a precipitação do DNA, foi necessário 

adicionar 700 µL de isopraponol, misturar, centrifugar a 14000 RPM durante 10 minutos 

e o sobrenadante retirado foi descartado. Etanol 70% gelado será acrescido, 

homogeneizado, centrifugado a 1.4000 RPM por 5 minutos e sobrenadante descartado 

novamente. Armazenar o recipiente com o DNA na estufa a 37ºC para secar. 

 Ao finalizar o processo de extração, as amostras de DNA foram quantificadas no 

equipamento Epoch Microplate Spectrophotometer (Biotek Instruments) com software 

Gen5 2.03.1 e, se necessário, diluídas para concentração de 100ng/ µL. 

  

3.5.2 Amplificação de DNAs Repetitivos 

Sonda de repetições teloméricas de vertebrados foi produzida por Reação em 

Cadeia da Polimerase (PCR) utilizando-se primers complementares (TTAGGG)n e 

(CCCTAA)n, na ausência de DNA molde segundo Idjo et al. (1991). Sondas rDNA 45S 

foram produzidas utilizando o plasmídeo pTa71, que contém a sequência completa deste 

rDNA isolado do genoma de Triticum aestivum (GERLACH AND BEDBROOK, 1979). 

Sondas LINE-1 (genoma de roedor) foram amplificadas por PCR empregando-se os 

primers forward 5′-ATTCTRTTCCATTGGTCTA-3′ e reverse 5′-

CCATGCTCATSGATTGG-3′ como descrito por Dobigny, (2002) e Waters et al., 

(2004). A amplificação de genes de U2 snDNA (artrópodes) utilizado os primers F5′-

TCT CGG CCT (AT)(AT)T GGC TAA-3′   e R5′-G(AC)G GTA (GC)TG CAA TAC 

CGG-3′. (COLGAN et al., 1998). Os produtos da PCR foram examinados por eletroforese 

em gel de agarose 1%.  

A Reação da Cadeia Polimerase foi composta por 2,5 μL de tampão Buffer 10x 

(500 mM KCl, 100 mM Tris-HCL), 0,75 μL de MgCl2 (50 mM), 1,5 μL de dNTP (8 

mM), 100ng de DNA total, 1,5 μL forward + 1,5 μL de reverse específico para cada gene 

e 1,5 U de Taq DNA Polymerase. 

Os ciclos de amplificação e as temperaturas utilizadas foram: 1 ciclo de 95ºC por 

5 minutos para desnaturação inicial do DNA genômico contendo a sequência a ser 

amplificada; 30 ciclos com 95ºC por 40 segundos para desnaturação, 40 segundos a 

temperatura específica para anelamento de cada primer e 2 minutos a 72ºC para extensão; 

um ciclo de 72ºC por 4 minutos. 
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3.5.3 Marcação das sondas 

 As preparações obtidas a partir das PCRs foram marcadas utilizando kits de Nick 

Translation. Para marcações de sondas com biotina utilizamos o kit BioNick Labeling 

System (Invitrogen); sondas marcadas com digoxigenina foram produzidas através do kit 

DIG-Nick Translation Mix (Roche), conforme as instruções do fabricante. 

 

3.5.4 Hibridização in situ fluorescente (FISH) 

 A técnica de hibridização in situ fluorescente seguiu o protocolo proposto por 

Yang et al. (2003), com as seguintes modificações para as espécies de Trichechus: 

 

3.5.4.1 Lavagem de estringência 

 As lâminas contendo as melhores metáfases mitóticas foram submetidas ao pré-

tratamento com solução de pepsina a 1% (50 mL de HCL 4,8N para 0,5 mL de pepsina) 

durante 5 minutos em temperatura ambiente, para remover o excesso de material 

citoplasmático presente. As lâminas foram mergulhadas três vezes em solução salina 

(2xSSC) por 1 minuto para cada recipiente. Em seguida, as lâminas foram desidratadas 

em bateria de álcool (2 vezes 70% e 2 vezes 90%, ambos por 2 minutos; e 1 vez em 100% 

durante 15 minutos), e depositadas na estufa a 65ºC durante uma hora. 

 

3.5.4.2 Hibridização 

 As lâminas foram mergulhadas em formamida 70% (70 mL de formamida + 30 

mL de 2xSSC), pré-aquecida em banho-maria à 65ºC, durante 1 minuto para a 

desnaturação dos cromossomos. Ao termino do tempo necessário, as lâminas foram 

imersas em etanol gelado 70%, com intuito de interromper a ação da formamida, e 

repetindo a desidratação na bateria de álcool. Posteriormente, foram adicionadas as 

sondas nas lâminas secas (10µL de tampão de hibridização + 2,0µL de sonda), 

previamente desnaturada á 70ºC durante 15 minutos. Uma lamínula é aplicada sobre a 

lâmina com a sonda e seladas com cola PVC.  O material foi incubado na estufa a 37º 

durante 48 horas. 

 

3.5.4.3 Lavagem de estrigência  
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 Após o período de incubação, a lâmina foi submetida em sequências de lavagens 

a 42ºC, para retirar as possíveis marcações inespecífica, nas seguintes soluções: em 

solução de fomamida 50% (50 mL de formamida + 50 mL de 2xSSC) durante 1 minuto, 

solução salina de 2xSSC por 2 minutos e 4xTween (200 mL de 4xSSC + 100 μL de 

Tween) por 2 minutos. 

 

3.5.4.4. Detecção da sonda 

 Para realizar a detecção das sondas de interesse marcadas com moléculas 

repórteres, biotina ou digoxigenina, foi necessário o preparar e aplicar sobre a lâmina 

solução de detecção (0,4 μL de anti-digoxigenina FITC + 100μL de 4xTween ou 0,2μL 

avidina CY3 ou FITC + 200μL de 4xTween) para incubação desta durante 30 minutos 

em câmera úmida a 37ºC. Posteriormente, as lâminas foram mergulhadas em solução de 

de 4xSSC/Tween à temperatura ambiente por três vezes durante 3 minutos cada. Os 

cromossomos foram corados com 7 μL de DAPI (4’6-Diamidino-2-fenil-indol) + 

antifading (Vectashield H-1000 Vector), cobertos com lamínula de vidro 24 x 32mm e 

seladas. 

 Após esses procedimentos, as metáfases foram visualizadas e analisadas no 

microscópio de fluorescência com auxílio do programa Nis-Elements em microscópio 

Nikon H550S. 
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RESUMO 

O gênero Trichechus (Sirenia, Trichechidae) é representado por três espécies de peixes-

boi: Trichechus senengalensis, T. manatus (peixe-boi marinho) e T. inunguis (TI - peixe 

boi da amazônia). Para T. manatus são descritas duas subespécies: T. manatus manatus 

(TMM) e T. manatus latirostris.  Na foz do rio Amazonas (Brasil), as espécies TMM e 

TI coabitam (simpátricas) e são capazes de reproduzir, gerando híbridos. No presente 

estudo, comparamos citogeneticamente as espécies TMM e TI e seu provável híbrido, 

com o objetivo de inferir processos de evolução cromossômica e organização genômica 

de certos marcadores de DNA repetitivo em Trichechus. Nossos resultados evidenciaram 

2n=56 com NFa= 86 para TI, 2n=48 com NFa=82 para TMM, e 2n=50 com NFa=88 para 

o provável espécime híbrido. Em todos os casos, a heterocromatina constitutiva 

apresentou-se distribuída na região pericentromérica dos cromossomos. A análise 

comparativa de cariótipos G-bandeados de TI e TMM, demonstrou dez possíveis pares 

cromossômicos com homologias conservadas, três possíveis rearranjos robertsonianos e 

uma possível inversão paracêntrica. A comparação de cariótipos G-bandeados do híbrido 

com TI e TMM, evidenciou 4 possíveis pares de cromossomos autossomos comuns aos 

espécimes estudados, 4 possíveis pares homólogos à TMM, 2 possíveis pares homólogos 

à TI e 13 pares sem similaridade de bandas. Nossos resultados indicam que o espécime 

híbrido provavelmente é de segunda geração com reprodução entre parentais de 2n = 52 

(híbrido de primeira geração) e 48 (peixe-boi marinho). Em todos os indivíduos, a FISH 

mostrou DNA ribossomal 45S localizado no braço curto do par 20 coincidindo com a 
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região organizadora de nucléolo (NOR), nota-se que o padrão de bandeamento G 

semelhante, sugerindo que o par 20 é conservado entre os Trichechus. O mapeamento de 

sequências teloméricas (TTAGGG) apresentam-se em regiões distais dos cromossomos. 

A distribuição do elemento transponível LINE-1 apresenta-se pericentromérica e dispersa 

ao longo dos cromossomos. Entretanto, no par 1 de TMM, se observou marcações de 

LINE-1 com padrão similar a bandas G. Essas marcações podem estar associadas a 

recente distribuição do retroelemento no genoma das espécoes. Em TI e TMM, o U2 

snDNA apresentou clusters em regiões pericentroméricas e marcações dispersas em 

outras regiões cromossômicas, demonstra a alta dinâmica dessas sequências. O resultado 

do alinhamento da sequência de U2 snDNA revelou similariedade com a espécie 

Loxondonta africana. Considerando a filogenia de Trichechus e os resultados do presente 

estudo, sugerimos que rearranjos do tipo fusão e fissão, foram os principais mecanismos 

responsáveis pela evolução cromossômica das espécies TI e TMM, com redução do 2n = 

56 para 2n = 48.  

 

Palavras-chaves: Peixe-boi, híbrido, DNAs repetitivos, Sirenia, Trichechus. 

 

INTRODUÇÃO 

 A ordem Sirenia compreende duas famílias, Dugongidae e Trichechidae, e quatro 

espécies de mamíferos herbívoros que vivem totalmente no ambiente aquático 

(DOMNING, 1981; DOMNING, 2009). A família Trichechidae é constituída por um 

único gênero, Trichechus, que compreende três espécies de peixes-boi: Trichechus 

inunguis (peixe-boi-da-Amazônia) que habita ambientes de água doce e encontra-se 

difundida na Bacia Amazônica; Trichechus senegalensis (peixe-boi africano) habitando 

ambientes marinhos em regiões costeiras do Senegal a Angola; e Trichechus manatus 

distribuído desde a Flórida (EUA) a costa do nordeste brasileiro (HUSAR, 1977a,b; 

MARSH & LEFEBVRE, 1994; VIANNA et al., 2006).  

Estudos baseados na morfometria craniana sugerem a existência de duas 

subespécies para T. manatus: T. manatus latirostris (peixe-boi da Flórida) e T. manatus 

manatus (peixe-boi das Antilhas) (HATT, 1934; DOMNING E HAYEK, 1986); análises 

filogeográficas, utilizando marcadores mitocondriais e morfometria craniana em 3D, 

evidenciaram que a população de T .m. manatus encontrada no Brasil difere 

significativamente das demais encontradas nas Antilhas (GARCIA-RODRIGUEZ et al., 

1998; VIANA et al., 2006; BARROS et al. 2016). Segundo, Barros et al. (2016) as 

diferenças detectadas nas duas populações de T. m. manatus (Antilhas e Brasil) podem 
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estar associadas ao rio Amazonas, que possivelmente constitui uma barreira geográfica e 

reprodutiva, influenciando na interrupção do fluxo gênico entre ambas. 

Estudos filogenéticos sugerem casos de hibridação interespecífica, entre T.m. 

manatus (população do Brasil) e T. inunguis, por apresentarem compartilhamento de 

haplótipos e pela variação do número diploide (GARCIA-RODRIGUEZ et al., 1998; 

VIANNA et al., 2006). T. inunguis é restrito a ambientes de água doce da Bacia 

Amazônica (BEST, 1983; MARSH et al.,1986), enquanto que a espécie marinha (T. m. 

manatus), também pode ser encontrada em ambiente estuarino e fontes de água doce 

(HARTMAN, 1979; LIMA et al., 2011). No Brasil, foram registrados casos de hibridação 

entre ambas espécies na foz do Rio Amazonas, onde estas duas espécies coabitam pela 

necessidade alimentar e fatores abióticos propícios (LUNA et al., 2008a; LUNA et al., 

2008b; LUNA et al., 2010; LIMA et al., 2011). 

Estudos citogenéticos são pouco utilizados na taxonomia do gênero Trichechus. 

Até o presente momento, apenas T. manatus latirostris (2n = 48), T. manatus manatus 

(2n = 48) e T. inunguis (2n = 56) apresentam cariótipos descritos (ASSIS et al., 1988; 

GRAY et al., 2002; HUNTER et al., 2012). Híbridos de segunda geração resultante do 

cruzamento T. inunguis x T. manatus, apresentam 2n = 50 (VIANNA et al. 2006). Em 

todas as espécies analisadas há somente um par cromossômico portador de regiões 

organizadoras de nucléolo (NOR), e a heterocromatina constitutiva é presente na região 

pericentromérica (ASSIS et al., 1988; GRAY et al., 2002; BARROS et al., 2016). Por 

citogenética molecular, Kellogg et al. (2007) realizaram mapeamento genômico 

comparativo, hibridizando sondas de cromossomos totais de humano (HSA) no genoma 

de T. m. latirostris (TMA); este mapeamento cromossômico apoia a associação entre as 

ordens Sirenia e Probocidea na subordem Tethytheria, consequentemente apoiando a 

inclusão destes em categorias taxonômicas superiores, como Paenungulata e Afrotheria.  

Pardini et al. (2007) empregaram pintura cromossômica recíproca para detectar 

homologias entre Loxodonta africana (2n=56), Procavia capensis (2n=54), Trichechus 

manatus latirostris (2n=48), essas análises contribuíram para estabelecer sintenias e 

variações que ocorreram entre cada uma destas espécies ao longo do processo evolutivo. 

Apesar da existência de bandeamento G e de sondas de cromossomos totais de espécies 

de Trichechus, nenhuma análise comparativa foi realizada com objetivo de inferir 

relações evolutivas dentro do gênero. 
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Análise de citogenetica molecular utilizando elementos repetitivos é uma 

ferramenta importante para compreender a sua organização, distribuição, comportamento 

e a sua funcionalidade no genoma (MEHROTA & GOYAL, 2014). Entre sequências 

repetitivas, rDNA 45S e U2 snDNA são amplamente utilizadas em peixes 

(MANTOVANI et al., 2005; UTSUNOMIA et al., 2014; AYRES-ALVES, 2017), 

tartarugas (NOLETO et al., 2006; NORONHA et al., 2016), entre outros organismos. 

Estas famílias multigências são organizadas in tandem formando grandes clusters em 

pares cromossômicos específicos. O U2 snDNA apresenta-se em clusters na maioria dos 

organismos, porém, em alguns peixes sua distribuição cromossômica foi registrada de 

forma dispersa (UBEDA-MANZANARO et al., 2010). O LINE-1 (Long Interspersed 

Nuclear Element), retrotransposon não LTR (Long Terminal Repeat), possui ampla 

distribuição no genoma de mamíferos eutheriano (WATERS et al., 2004), muitas vezes 

atuando como elemento de reforço no processo de inativação do cromossomo X (LYON, 

2000). Até o momento não foram mapeados em peixes-boi das espécies Trichechus 

inunguis e T. m. manatus.  

No presente estudo, comparando os padrões de bandeamentos e distribuição de 

DNAs repetitivos em T. m. manatus, T. inunguis e do provável híbrido “Poque”, para 

esclarecer os rearranjos envolvidos na diferenciação cariotípica destas espécies, sua 

organização genômica e suas relações evolutivas. 

 

 

MATERIAL E METODOS 

Amostras 

As amostras de sangue utilizadas no presente estudo, foram compostas por 3 de 

exemplares macho e 3 fêmeas de Trichechus inunguis (peixe-boi-da-Amazônia) e 2 

machos e duas fêmeas Trichechus manatus manatus (peixe-boi marinho) provenientes, 

respectivamente, do cativeiro da Faculdades Integradas do Tapajós em Santarém no 

Estado do Pará (Brasil) e Centro Nacional de Pesquisa e Conservação de Mamíferos 

Aquáticos (CMA), localizado no município de Itamaracá no Estado de Pernambuco 

(Brasil). Um provável híbrido (“Poque”) foi coletado no cativeiro do CMA, Itamaracá-

Pernambuco, Brasil. Todos os exemplares foram provenientes de cativeiro, mas 

originalmente da natureza. Autorização de coleta SISBIO (Número: 44915-1). 

 

Análise do cariótipo  
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As preparações cromossômicas foram obtidas pela metodologia de cultura 

temporária de linfócitos segundo o protocolo desenvolvido por Moorhead et al. (1960), 

com as seguintes modificações: foram semeados 0,5 mL de sangue total em 5 mL de meio 

RPMI-1640 durante 96 horas. Uma hora antes do processo de incubação, foi adicionado 

0,1 mL de colchicina (concentração 1:40). As amostras foram submetidas a tratamento 

hipotônico com KCL 0.075 M durante 20 minutos, e fixadas em solução de ácido acético 

e metanol (proporção 4:1). 

As melhores metáfases foram fotografadas e utilizadas para análise de 

citogenética clássica. A detecção do padrão de distribuição da heterocromatina 

constitutiva (bandeamento C) foi obtida pelo protocolo descrito por Summer (1972). O 

padrão de bandeamento G foi realizado mediante os protocolos de Seabright (1971) e 

Verma e Babu (1995). Os ideogramas foram construídos com o auxílio do Adobe 

Photoshop. As melhores metáfases foram selecionadas e utilizadas para montagem do 

cariótipo segundo Levan et al. (1994), no software Adobe Photoshop versão CS6. 

 

Sondas e Hibridização in situ Fluorescente (FISH) 

O DNA genômico de Trichechus inunguis foi extraído das amostras de sangue 

utilizando o protocolo descrito por Sambrook et al. (1989).  

Sonda de repetições teloméricas de vertebrados foi produzida por Reação em 

Cadeia da Polimerase (PCR) utilizando-se primers complementares (TTAGGG)n e 

(CCCTAA)n, na ausência de DNA molde segundo Idjo et al. (1991). Sondas rDNA 45S 

foram produzidas utilizando o plasmídeo pTa71, que contém a sequência completa deste 

rDNA isolado do genoma de Triticum aestivum (GERLACH & BEDBROOK, 1979). 

Sondas LINE-1 foram amplificadas por PCR empregando-se os primers forward 5′-

ATTCTRTTCCATTGGTCTA-3′ e reverse 5′-CCATGCTCATSGATTGG-3′ como 

descrito por Dobigny, (2002) e Waters et al., (2004). A amplificação de genes de U2 

snDNA foi utilizado os primers F5′-TCT CGG CCT (AT)(AT)T GGC TAA-3′   e R5′-

G(AC)G GTA (GC)TG CAA TAC CGG-3′. (COLGAN et al., 1998). 

Os produtos da PCR foram examinados por eletroforese em gel de agarose 1%.  

As preparações obtidas a partir das PCRs foram marcadas utilizando kits de 

marcação por nick translation com biotina através do kit BioNick Labeling System 

(Invitrogen) ou com digoxigenina utilizando o kit DIG-Nick Translation Mix (Roche), 

conforme as instruções dos fabricantes. As hibridizações in situ fluorescente foram 

realizadas seguindo o protocolo descrito por Yang et al., (2003). 
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As lâminas passaram no pré-tratamento na pepsina durante 20 minutos, em 

solução salina (2xSSC) durante um minuto em cada um dos três recipientes, desidratadas 

em bateria de álcool (2 vezes 70% e 2 vezes 90%, ambos por 2 minutos; e 1 vez em 100% 

durante 15 minutos), e depositadas na estufa a 65ºC durante uma hora. Em banho-maria 

pré-aquecida em 65ºC as lâminas foram desnaturadas durante 30 segundos. Ao termino 

do tempo necessário, as lâminas foram imersas em etanol gelado 70%, com intuito de 

interromper a ação da formamida, e repetindo a desidratação na bateria de álcool. Após 

esses procedimentos, foram adicionadas as sondas e cobertas por uma lâmina durante 48 

horas. 

Após o período de incubação, as lâminas foram submetidas em sequências de 

lavagens a 42ºC, para retirar as possíveis marcações inespecífica, nas soluções: fomamida 

50% (50 mL de formamida + 50 mL de 2xSSC) durante 1 minuto, solução salina de 

2xSSC por 2 minutos e 4xTween (200 mL de 4xSSC + 100 μL de Tween) por 2 minutos. 

As sondas foram detectadas com Avidina-Cy3 ou Anti-digoxigenina-FITC. Os 

cromossomos foram contrastados com DAPI (4,6-diamidino-2-phenylindole) contendo 

antifading Vectashield (Vector).  

A captura das imagens de FISH foram digitalizadas por uma câmera CCD 

AxioCam MRm (Nikon) acoplada ao microscópio de Epifluorescencia Nikon H550S 

(programa Nis-Elements AR (Nikon). 

 

 

RESULTADOS 

 Citogenética comparativa entre T. inunguis e T. manatus 

Os espécimes de Trichechus inunguis (TI) analisados apresentaram cariótipo com 

2n=58 e número fundamental autossômico (NFa) igual a 86, composto por 16 pares de 

dois braços (metacêntrico e submetacêntrico) do conjunto cromossômico e 11 pares 

acrocêntricos, o sistema de determinação sexual é do tipo XY, com X submetacêntrico e 

Y acrocêntrico (Figura 1). Através da análise de bandeamento G foi possível identificar 

o pareamento de todos os cromossomos (Figura 1a). A heterocromatina constitutiva 

(HC) foi identificada na região pericentromérica de todos os pares (Figura 1b). 
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Figura 1: Cariótipos de Trichechus inunguis (2n=56): a) Bandeamento G e idiograma; 

b) Bandeamento C. 

 

 O exemplar de T. m. manatus (TMM) apresentou 2n=48 e NFa=82, com 20 pares 

de dois braços cromossômicos e 3 pares de cromossomos acrocêntricos; o par sexual é do 

tipo XY, com X submetacêntrico e Y acrocêntrico (Figura 2). O bandeamento G permitiu 

identificar o pareamento de todos os cromossomos (Figura 2a), e a heterocromatina 

constitutiva apresentou distribuída na região pericentromérica de todos os cromossomos 

(Figura 2b). 

 

 

Figura 2: Cariótipos de Trichechus manatus manatus (2n=48): a) Bandeamento G e 

idiograma; b) Bandeamento C. 
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Figura 3: Análise comparativa entre Trichechus inunguis (TI) e T. m. manatus (TMM): 

a) Possíveis homologias cromossômicas; b) Possíveis rearranjos cromossômicos 

inferidos por bandeamento G e idiograma. 

 

Análises entre TI e TMM, utilizando padrões de bandeamento G permitiu 

identificar possíveis homologias cromossômicas; dessa maneira, ao fazer comparações 

entre os cariótipos de ambas as espécies, observamos 10 pares de cromossomos 

conservados: o par 2 de TI (2TI) tem homologia com o cromossomo 3 de TMM (3TMM); 

3TI-1TMM; 4TI-5TMM; 5TI-6TMM; 6TI-7TMM; 8TI-10TMM; 23TI-18TMM; 21TI-

22TMM; 20TI-20TMM; e 22TI-21TMM (Figura 3a).  

Do mesmo modo, pelo padrão de bandeamento G foram identificados alguns 

rearranjos estruturais: fusão entre os pares 25 e 9 de TI que correspondem ao cromossomo 

2 de TMM; fusão entre os pares 19 e 15 de TI, correspondentes ao 8 de TMM; a fusão in 

tandem do par 27 e 26 de TI correspondendo ao par 17 de TMM; e uma inversão 

paracêntrica no braço longo do cromossomo 13 de TI, correspondendo ao cromossomo 

14 de TMM (Figura 3b). 

 

 

Caracterização citogenética de um provável híbrido de Trichechus 

Entre as amostras coletadas no Centro Nacional de Pesquisa e Conservação de 

Mamíferos Aquáticos (CMA), um espécime resgatado do Amapá, é considerado um 

provável hibrido. O “Poque” apresentou cariótipo distinto das espécies TI e TMM, com 

2n=50 e NFa= 88, sendo composto por 20 pares cromossômicos com dois braços e 4 

acrocêntricos, com X submetacêntrico e Y acrocêntrico (Figura 4). Através do 
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bandeamento G foi possível identificar o pareamento dos cromossomos (Figura 4a), e 

HC presente em todos os pares na região pericentromérica (Figura 4b). 

 

 

Figura 4: Cariótipos do provável híbrido “Poque” (2n=50): a) Bandeamento G; b) 

Bandeamento C. 

 

 

Com base na análise comparativa entre os padrões de bandeamento G de “Poque”, 

TI e TMM identificamos 4 pares cromossômicos conservados e compartilhados entre as 

duas espécies e o provável híbrido: o cromossomo 1 do “Poque” (PQ) tem homologia 

com o cromossomo 3 de TI e o 1 de TMM; 4PQ com homologia com 2TI e 3TMM; 5PQ 

com 4TI e com 5TMM; e 20PQ com 20TI-20TMM (Figura 5a). Por outro lado, foram 

observados 4 pares que apresentaram homologias apenas entre PQ e TMM: o par 2PQ-

6TMM, 7PQ-7TMM, 8PQ-8TMM e o 15PQ-17TMM (Figura 5b). Entre PQ e TI 

também foi possível estabelecer 2 pares conservados, são eles: 16PQ-17TI e 24PQ-27TI 

(Figura 5c). 

 

  

 

 

 

 

 

 

 



41 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5: Análise comparativa entre Trichechus: a) Possíveis homologias entre 

Trichechus inunguis (TI), T. m. manatus (TMM) e híbrido “Poque”; b) Entre híbrido e 

TMM; c) Entre híbrido e TI. 

 

 

Citogenética molecular 

As hibridizações com sondas de sequências teloméricas (TTAGG) apresentou 

distribuição nas regiões distais de todos os cromossomos em TI (Figura 6a), TMM 

(Figura 6b) e Poque (Figura 6c) não sendo evidenciadas marcações nas regiões 

intersticiais (ITS). Sonda de rDNA 45S demonstrou que esta sequência se localiza no 

braço curto do par cromossômico 20, em TI (Figura 6d), TMM (Figura 6e) e Poque 

(Figura 6f).  

 

Poque Poque Poque 
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Figura 6: FISH com sonda de sequências teloméricas (a-c) e rDNA 45S (D-F): A e D) T. 

inunguis; B e E) T. m. manatus; C e F) Poque.  

 

 

 FISH com sondas de U2 snDNA produziu sinais dispersos ao longo dos 

cromossomos, com acumulações na região pericentromérica em TI (Figura 7a) e TMM 

(Figura 7b). O resultado do alinhamento dessa sequência foi realizado pelo programa 

BLAST, e revelou similariedade com Loxondonta africana (ordem Probociedea). 
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Figura 7: FISH com sonda de U2 snDNA: a) T. inunguis; b) T. m. manatus. 

 

 

O retrotransposon LINE-1 (L1), apresentou padrão de distribuição disperso nas 

cromátides e com pontos de acumulação em regiões pericentroméricas nos cariótipos de 

TI (Figura 8a), TMM (Figura 8b) e Poque (Figura 7c).  

 

 

 

Figura 8: FISH com sonda de LINE-1: a) T. inunguis; b) T. m. manatus; c) Poque. 
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DISCUSSÃO 

Citogenética clássica 

As análises citogenéticas realizadas no presente estudo mostraram os cariótipos 

de T. inunguis com 2n=56 e T. m. manatus com 2n=48. Esses dados estão de acordo com 

número diploide, descrito anteriormente para ambas as espécies (LOUGHMAN et al., 

1970; ASSIS et al., 1988; VIANNA et al. 2006; HUNTER et al., 2012; BARROS et al., 

2016). No entanto, comparando nossos dados do número fundamental (NF=86 para TI e 

NF=82 para TMM) com os descritos na literatura, observamos diferenças entre 

populações da mesma espécie. Para o peixe-boi amazônico, Loughman et al. (1970) 

identificaram NF=74 para um espécime proveniente de Letícia (Colômbia), e Assis et al. 

(1988) descreveram NF=82 para espécimes coletados em Manaus (Amazonas, Brasil) e 

Letícia (Colômbia). As variações também foram observadas para TMM, onde Barros et 

al. (2016) descreveram NF=90 para exemplares do Brasil, enquanto Hunter et al. (2012) 

verificaram NF=92 para amostra de Porto Rico. As diferenças do número fundamental 

entre estas populações podem estar associadas aos rearranjos do tipo inversão 

pericêntrica, uma vez que não há mudança do 2n, e demonstram a existência de variações 

geográficas no cariótipo das espécies de Trichechus. 

Os resultados comparativos de nossas análises de bandeamento G entre TI e TMM 

demonstraram três possíveis eventos de rearranjos robertsonianos entre estas espécies. 

Levando em consideração que Trichechus inunguis é filogeneticamente basal em relação 

às outras espécies do gênero (DOMNING, 1994; VIANNA et al. 2006), sugerimos que 

durante a evolução cromossômica de Trichechus, os principais mecanismos responsáveis 

pela diferenciação de TI e TMM foram fusões centricas, levando a redução do número 

diploide 56 para 48. No presente estudo, por exemplo, encontramos três possíveis fusões 

entre ambas as espécies. Porém, é perceptível que outros tipos de rearranjos 

cromossômicos podem ter contribuído para diferenciação destas espécies, como a 

inversão paracêntrica do par 13 de TI, observada em nossos resultados. Gray et al. (2002), 

sugerem que rearranjos como inversões, translocações e fusão in tandem também podem 

estar associadas a evolução deste grupo. 

Em sirênios, a heterocromatina constitutiva apresenta-se apenas na região 

pericentromérica, sem sítios intersticiais e heteromorfismos; apesar disso, as regiões de 

HC podem estar implicadas na ocorrência de rearranjos robertsonianos em Trichechus. 

Este tipo de rearranjo (fusão) envolvendo HC pericentromérica é muito comum em 

Hymenoptera (MENEZES et al., 2013), Scorpiones (ALMEIDA et al., 2017) e 
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Chiroptera (MAO et al., 2008). Em alguns organismos, como em roedores (ROSA et al., 

2012; MALCHER et al., 2017) e quelônios do gênero Podocnemis (NORONHA et al., 

2016), as variações de HC podem estar associadas ao isolamento reprodutivo. 

A separação da espécie marinha em subespécie por dados morfológicos 

(DOMNING E HAYEK, 1986) e moleculares (VIANNA et al., 2006) ainda é 

controversa. Por citogenética, ao comparar os resultados de BG descritos na literatura 

para T. m. latirostris (2n=48 e NF=80) com os nossos resultados de banda-G de T. m. 

manatus (2n=48 e NF=82), não observamos diferenças nos padrões de bandas. Hunter et 

al. (2012) igualmente observaram que o padrão de bandeamento é análogo. Barros et al., 

(2016) também identificaram somente divergências quanto a morfologia cromossômica, 

sugerindo que os prováveis rearranjos entre as subespécies sejam balanceados.  

 

Híbrido 

A proposta de hibridação do peixe-boi “Poque” (encontrado na natureza) teve 

início após a observação das características morfológicas no cativeiro, onde o espécime 

é menor que os outros indivíduos marinhos (característica do amazônico) e pela presença 

de unhas na nadadeira frontal (LUNA, 2013). Análise de DNA mitocondrial, minissatélite 

e citogenética realizadas por Vianna et al. (2006), sugerem a hipótese que “Poque” seja 

um híbrido de segunda geração (F2) com 2n=50, através do cruzamento de uma fêmea 

híbrida F1 (2n=52), com um T. manatus (2n=48) macho. Luna (2013), por análise 

comparativa de bandeamento G do “Poque” x T. manatus, notou diferenças na morfologia 

do par 1 e 8, e constatou ausência do cromossomo 9 correspondentes ao peixe-boi 

marinho. Em nossas análises, descrevemos “Poque” com 2n=50, caracterizamos o 

cariótipo com todos os pares cromossômicos apresentando padrões de homologia entre 

si, com o heteromorfismo do par 8. Estes achados divergem daqueles obtidos por Luna 

(2013), que identificou diferenças estruturais do par 1. As diferenças podem estar 

associadas a condensação dos cromossomos. As análises de bandas G mostram que o 

cariótipo de “Poque” compartilha poucos pares homólogos com ambas as espécies 

parentais. Este resultado apoia a hipótese de Viana et al. (2006), que “Poque” corresponde 

a um híbrido de F2 com o cruzamento de uma fêmea híbrida (F1) e um macho TMM, e 

indicando que este indivíduo apresenta diferenciação citogenética de seus parentais.  

A viabilidade reprodutiva de híbridos entre peixes-bois é bastante questionada. 

Pouco conhecimento se tem sobre híbridos machos de primeira geração viáveis de peixes-

boi; entretanto sabe-se que, híbridos fêmeas são capazes de reproduzir, ao exemplo dos 
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parentais do “Poque”. De acordo com Luna (2013), “Poque” foi capaz de reproduzir em 

cativeiro, porém seu filhote teve morte fetal. A priori, a regra de Haldane pode ser 

aplicada na hibridação entre espécies de peixe-boi, onde os híbridos que apresentam sexo 

heterogamético (XY) geralmente são estéreis (HALDANE, 1922). Atualmente sabe-se 

que alguns híbridos, machos e fêmeas, possuem capacidade reprodutiva: em equinos 

híbridos de primeira geração (2n=65), fruto de cruzamento entre Equus przewalskii 

(2n=66) x E. caballus (2n=64), os cariótipos possuem homologias para que a meiose e a 

gametogênese sejam normais, onde a fertilidade do híbrido não é prejudicada com o 

processo de segregação irregular (SHORT et al., 1974). Assim como “Poque”, o padrão 

de bandeamento G do híbrido equino permite identificar os pares cromossômicos. Este 

resultado é similar ao observado em híbridos F1 de Muntiacus reevesi e M. muntjak 

(LIMING et al., 1980).  

A conservação das homologias cromossômicas entre parentais e seus híbridos, 

frequentemente está associada ao emparelhamento e segregação corretos na meiose, 

consequentemente, a viabilidade dos híbridos (PRADO et al., 2012). Em “Poque” 13 

pares cromossômicos aparentemente não apresentam homologia com TI e TMM.  

 

Citogenética molecular 

Em nossas análises, os sítios de rDNA 45S mostraram-se conservados, presentes 

no braço curto do par 20 em TI, TMM e híbrido. A distribuição desse marcador coincide 

com a Região Organizadora de Núcleo (Ag-NOR), corroborando estudos citogenéticos 

anteriores que também mostram o par 20 como portador da NOR em TI (ASSIS et al., 

1988), TM da Flórida (GRAY et al., 2002) e do Brasil (BARROS et al., 2016). Gray et 

al. (2002), ressaltam que o cromossomo 20 da família Trichechidae é conservado, pois 

nota-se padrão de bandas G semelhante para todas as espécies citadas acima. Um padrão 

similar foi descrito para Cervideos (Cervus nippon) e Bos taurus, e entre outros 

indivíduos da família Bovidae, onde o padrão de bandas G e localização da NORs 

sugerem conservação dos cromossomos portador do rDNA ao longo da diferenciação 

desses grupos (HENDERSON & BRUERE,1979; TULNEN et al., 1983).  

 O mapeamento físico de sequências teloméricas (TTAGGG) pode identificar 

sítios teloméricos interticiais (ITS), que são considerados importantes para estudos de 

evolução cariotípica, por constituírem hot spot para a ocorrência de rearranjos 

cromossômicos ou ser resultantes dos mesmos (YONENAGA-YASSUDA, 2004). Em 

lagartos do gênero Leposoma e em integrantes da família Cervidae, a presença de ITS 
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está associada a fusões cromossômica (LEE et al., 1993; PELLEGRINO et al., 1999). No 

presente estudo, apesar de identificarmos rearranjos por citogenética clássica, não foram 

observados ITS em TI, TMM e híbrido. A ausência de ITS em Trichechus, especialmente 

no cariótipo rearranjado do híbrido, pode estar relacionada a perda de repetições durante 

processo de fusões entre telômeros, ou ao pequeno tamanho destas sequencias, ao ponto 

de não serem detectadas pela técnica de FISH (MEYNE et al 1990; NAGAMACHI et al., 

2013). Assim, os rearranjos que ocorreram em peixe-boi, não carregaram essas 

sequências (ITS), propiciando estabilidade cromossômica.   

A distribuição de U2 snDNA em regiões pericentroméricas e dispersas ao longo 

dos cromossomos demonstra uma alta dinâmica genômica dessa sequência em TI e TMM. 

Resultados similares foram encontrados em peixes da família Batrachoididae (UBEDA-

MANZANARO et al., 2010) e em Gymnotus pantanal (UTSUNOMIA et al., 2014). 

Diferentemente, em outros organismos, a exemplo de Scorpiones (ALMEIDA et al., 

2017) e Orthoptera (PALACIOS-GIMENEZ & CABRAL-DE-MELLO, 2014), esse 

multigene apresentam-se em cluster localizado em um par cromossômico conservado. A 

dispersão do U2 snDNA pode ser explicada por associação dessa sequencia com 

elementos transponíveis como descrito por Anjos et al. (2015), que registraram múltiplos 

clusters do U1 snDNA em garfanhotos. Adicionalmente, análise BLAST demonstrou alta 

similariedade entre U2 snDNA de peixes-boi e elefante. Este resultado apoia a hipótese 

de que Sirenios e Proboscidea são ordens relacionadas filogeneticamente em Tethytheria. 

A distribuição de LINE-1 difere entre grupos de mamíferos: em morcegos 

(Phyllostomidae), há acumulação do LINE-1 na heterocromatina pericentromérica 

(SOTERO-CAIO et al., 2017); em Inia geoffrensis, este retroelemento distribui-se 

preferencialmente em regiões centroméricas com ausência de heterocromatina 

constitutiva (BONIFACIO et al., 2012). Waters et al. (2004) identificaram em espécies 

de Afrotheria e Xenarthra, incluindo Trichechus manatus latirostris, distribuição do 

LINE-1 associada ao processo de compensação de dose no cromossomo X. Os autores 

observaram que a região distal do braço curto do X teve uma fraca marcação de LINE-1, 

e para explicar esse resultado, sugeriram que este retroelemento está envolvido com o 

processo de intativacão de genes do cromossomo X, e sua ausência nesta região 

favoreceria a expressão de genes pseudoautôssomicos. A exceção desse padrão 

encontrado em Afrotheria, foi o mamífero aardvark, que apresentou distribuição dispersa 

ao longo de toda a extensão do cromossomo X e dos autossomos. Nossos resultados 

divergem de Waters et al. (2004) em relação T. m. latirostris, uma vez que TI, TMM e 
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híbrido apresentaram distribuição homogênea de LINE-1 nos autossomos e no 

cromossomo X. Nossos achados podem ser explicados por três hipóteses distintas: 1) 

recente inserção desse retroelemento no genoma das espécies analisadas; 2) eventos 

independentes de expansão de LINE-1 gerando diferentes padrões de distribuição; e 3) 

descontrole epigenético da maquinaria responsável por impedir a expansão de DNA 

repetitivo. 

No par 1 de TMM a acumulação observada do retroelemento LINE-1 coincide 

com o padrão de banda-G positiva rica em AT. Segundo Graham e Boissinot (2006), 

LINE-1 geralmente é abundante em regiões ricas em AT, com baixa taxa de 

recombinação, e regiões pobres em genes, em concordância com nossos achados. 

Resultados similares foram encontrados em roedores (DOBIGNY et al., 2004) e humanos 

(KORENBERG & RYKOWSKI, 1988). Os dados do presente estudo demonstram que 

este tipo de compartimentalização deste elemento transponível não é exclusivo de 

mamíferos Euarchontoglires, como prospoto por Waters et al. (2004). 

A união de genomas diferentes causados pelo processo de hibridação pode 

acarretar mudanças na expressão de genes, metilação do DNA, rearranjos cromossômicos 

e mobilização de elementos transponíveis (ARKHIPOVA & RODRIGUEZ, 2013). Esse 

aumento na ativação de elementos transponíveis pode ser observado no caso do peixe 

hibrido tambacu, onde ocorreu proliferação dos retotransposons do tipo REX em relação 

aos seus parentais (RIBEIRO et al., 2017). Anteriormente, acreditava-se que esse 

fenômeno era comum em mamíferos e resultava da hipometilação de transposons em 

híbridos (DOBIGNY et al., 2006). No espécime híbrido de peixe-boi analisado no 

presente estudo, a distribuição de LINE-1 foi similar a TI e TMM. Em híbridos de 

rinocerontes não foi constatada a relação entre hipometilação e amplificação de LINE-1 

(DOBIGNY et al., 2006). De igual forma, acreditamos que o padrão de distribuição de 

LINE-1 no híbrido de peixe-boi não esteja relacionado ao conflito epigenético resultante 

do fenômeno da hibridação, mas à dinâmica desse retroelemento em diferentes grupos de 

mamíferos. 

 

CONCLUSÃO  

A variação observada entre as espécies T. inunguis e T. m. manatus, decorre 

principalmente de rearranjos do tipo fusão, baseados na filogenia da família Trichechidae 

e de nossos resultados. O espécime híbrido de segunda geração (2n=50) apresenta 

similaridade por citogenética clássica com seus parentais. Nossos resultados também 
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revelam que rDNA 45S é conservado entre as espécies. No genoma de TI e TMM, o U2 

snDNA encontra-se disperso nos cromossomos mostrando uma alta dinâmica dessas 

sequências; análise de BLAST revelou similariedade entre Sirenios e Proboscidea 

corroborando análises filogenéticas. LINE-1 encontra-se de forma compartimentalizada 

em região pericentromérica, mas também disperso, sugerindo que este retroelemento se 

dispersou recentemente no genoma de TMM, TI e híbrido. Esses resultados poderão 

contribuir com estudos de estratégias de reprodução em cativeiro e soltura dos animais, 

consequentemente na conservação dos Sirenios. Análises de pintura cromossômica 

poderão confirmar os rearranjos encontrados por BG; 
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5. CONCLUSÃO GERAL 

 

➢  As espécies e T. manatus manatus apresentam, respectivamente 2n= 56 e NF=86, 

e 2n=48 e NF=82. A variação observada entre as espécies, decorre principalmente 

de rearranjos do tipo fusão, baseados na filogenia da família Trichechidae e de 

nossos resultados. 

 

➢ O espécime híbrido de segunda geração (2n=50) apresenta similaridade por 

citogenética clássica com seus parentais. 

 

➢ LINE-1 encontra-se de forma compartimentalizada em região pericentromérica, 

mas também disperso, sugerindo que este retroelemento se dispersou 

recentemente no genoma de TMM, TI e provável híbrido “Poque”. 

 

➢ Esses resultados poderão contribuir com estudos de estratégias de reprodução em 

cativeiro e soltura dos animais, consequentemente na conservação dos Sirenios.  

 

➢ Análises de pintura cromossômica poderão confirmar os rearranjos encontrados 

por BG. 
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