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RESUMO

A familia Parodontidae apresenta uma ampla distribuicdo na América do Sul, conta com 32
espécies validas e € constituida por trés géneros, Parodon, Apareiodon e Saccodon. O numero
diploide é conservado nesse grupo com 2n=54 cromossomos, com espécies sem sistemas de
cromossomos sexuais heteromarficos e outras com sistemas de cromossomos sexuais do tipo
ZZIZW ou ZZ/ZW.W,. Estudos recentes com mapeamento dos DNAs repetitivos WAp e
pPh2004 por hibridacdo in situ fluorescente nos cromossomos de algumas espécies
demonstraram possivel origem, diferenciacdo e evolucdo dos sistemas de cromossomos
sexuais desta familia. Entretanto estudos mais aprofundados sdo fundamentais para um maior
esclarecimento do papel gendmico das sequéncias repetitivas. Neste estudo foram descritas a
localizacdo da sonda de DNA repetitivo WAp sobre cromossomos da espécie Apareiodon
hasemani discutindo-se a diferenciacdo do cromossomo W e foram também mapeados rDNA
18S e 5S. Além disso, também foram apresentados os resultados da prospec¢do de DNAS
repetitivos pelo procedimento da cinética de reassociacdo Cot-1, onde foram obtidas e
caracterizadas molecular e citogeneticamente sequéncias repetitivas, sendo que algumas estéo
envolvidas com o processo de diferenciacdo do cromossomo W. Por fim, anélises
pormenorizadas do elemento transponivel Tcl-Mariner foram realizadas com o intuido de
compreender sua funcionalidade, aspectos de degeneracdo molecular e exaptacdo no genoma

de Parodontidae.

Palavras-chaves: Evolucdo cariotipica, exaptacao, elementos transponiveis, Tc1-Mariner.



ABSTRACT

The family Parodontidae occurs throughout South America, and includes three genera:
Parodon, Apareiodon and Saccodon with 32 recognized species. The diploid number is
conserved in this group with 2n = 54 chromosomes. The species within this family are either
sex-homomorphic or sex-heteromorphic (i.e., lacking a differentiated sex chromosome
system, ZZ/ZW or ZZIZ\W1W,). Recent studies with mapping of repetitive DNAs WAp and
pPh2004 by fluorescence in situ hybridization on chromosomes of some species showed
possible origin, differentiation and evolution of sex chromosome system of this family.
However further studies are essential to a greater understanding of the genomic function of
repetitive sequences. In this study was located repetitive DNA WAp on chromosomes of the
species Apareiodon hasemani and discussed the differentiation of chromosome W, the rDNA
5S and 18S were also mapped. In addition, repetitive sequences were obtained by
reassociation kinetics Cot-1 and characterized, some these sequences are involved in the
differentiation of chromosome W. Finally, detailed analyses of the transposable element Tcl-
Mariner were performed in order to understanding of its functionality, molecular aspects and

exaptation in the Parodontidae genome.

Keywords: Karyotypic evolution, exaptation, transposable elements, Tc1-Mariner.
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1. INTRODUCAO

1.1 Consideraces gerais sobre a sistematica, distribuicéo e filogenia dos representantes

da familia Parodontidae

Os peixes representam o maior grupo de vertebrados existente, com cerca de 32.500
especies (ESCHMEYER e FONG, 2013). Na América do Sul, o nimero de peixes de agua
doce pode chegar a 5000 espécies, que, juntamente com a Ameérica Central, representa uma
das mais diversificadas e ricas ictiofaunas, englobando aproximadamente 8000 espécies
descritas, representando cerca de 30 % de toda a diversidade de peixes do mundo (BOLHKE
et al.,, 1978; LOWE-MCCONNELL, 1999). A ordem Characiformes € a mais abundante
dentre os Ostariophysis, sendo composta pelas familias: Chilodontidae, Distichodontidae,
Citharinidae, Curimatidae, Parodontidae, Prochilodontidae, Lebiasinidae, Anostomidae,
Crenuchidae, Hemiodontidae, Alestiidae, Gasteropelecidae, Characidae, Acestrorhynchidae,
Cynodontidae, Erythrinidae, Ctenolucidae e Hepsetidae (BUCKUP, 1998; NELSON, 2006).
Esta ordem apresenta uma grande diversidade morfologica que é uma fonte importante para
estudos de filogenia deste grupo.

A familia Parodontidae (Eigenmann, 1910) constitui um grupo pequeno de peixes
neotropicais compostos por trés géneros: Apareiodon Eigenmann, 1916; Parodon
Valenciennes, 1849 e Saccodon Kner, 1863, apresentando um total de 32 espécies validas
(PAVANELLI, 2003; PAVANELLI e BRITSKI, 2003; INGENITO e BUCKUP, 2005;
PAVANELLI, 2006, 2007; INGENITO, 2008; ESCHMEYER e FONG, 2013).

As espécies da familia Parodontidae estdo amplamente distribuidas pelo Continente
Sul Americano e parte do Panama exceto nos rios costeiros ao sul do estado da Bahia, na

Patagonia e no canal do rio Amazonas (PAVANELLI, 2006). O género Saccodon possui uma



distribuicdo mais restrita ao norte do Continente Sul Americano, sendo encontrado na bacia
costeira no Panama, Colémbia e Equador (ROBERTS, 1974). Por sua vez, 0S géneros
Parodon e Apareiodon estdo distribuidos por todo o continente sul americano, com exce¢éao
das bacias do Atlantico Sul, Patagonia e canal do rio Amazonas (PAVANELLI e BRITSKI,
2003).

Em relacdo a sua morfologia eles sdo peixes fusiformes com a face ventral do corpo
plana, e sdo diferenciados por poucos e sutis caracteres diagnosticos (PAVANELLI e
BRITSKI, 2003). Estas diferencas estdo relacionadas com o numero de raios indivisos nas
nadadeiras peitorais, em que ha a presenca de um raio em Parodon e Apareiodon, e dois raios
em Saccodon; e o padrdo dentario onde ha auséncia de dentes na regido latero-posterior da
mandibula dos géneros Apareiodon e Saccodon (INGENITO, 2008), e também diferencas
entre 0 numero de cuspides pré-maxilares entre os géneros Parodon e Apareiodon. Além
disso, o padrdo do desenho das méculas laterais € também utilizado para diferencia-los
(TRAVASSOS, 1955; ROBERTS, 1974; PAVANELLI, 2003; 2007; INGENITO, 2008).

Estudos sobre relacbes de parentesco na familia Parodontidae capazes de analisar
todos ou quase a totalidade de seus representantes séo escassos. INGENITO (2008) utilizou
métodos de parciménia para analise filogenética com o uso de caracteres osteoldgicos e de
morfologia externa de 28 espécies de Parodontidae, uma espécie ndo descrita de Parodon, e
17 espécies de Characiformes como grupo externo. Neste estudo o género Saccodon foi
considerado como um grupo irmdo dos demais Parodontidae, sendo o género Apareiodon
sinbnimo juanior de Parodon. Além disso, foi mostrado que a presenca de dentes mandibulares
para diagnosticar grupos monofiléticos é ineficaz, pois grupos definidos por este carater sdo
polifiléticos. Ainda, foi relatado que nas espécies P. davisi, P. ibitiensis, P. moreirai, P.

tigrinus e Parodon sp. a ocorréncia de dentes mandibulares varia intra-especificamente.



Por sua vez, SCHEMBERGER et al. (2011) utilizaram analises comparativas de
caracteristicas cromossémicas distintas (nimero e férmula cariotipica, bandamento C, RONSs,
FISH com as sondas rDNA 5S, rDNA 18S, pPh2004 e WAp) para a andlise filogenética e
agruparam a espécie A. affinis com as espécies do género Parodon, indicando um maior
parentesco entre eles quando comparado com outras especies do género Apareiodon.
Entretanto, neste estudo Parodon e Apareiodon formam clados distintos, com excecao de A.
affinis. Em contrapartida, estudos com sequenciamento do gene mitocondrial Citocromo
Oxidase ¢ (COI) de espécies do género Parodon e Apareiodon mostrou a ocorréncia de dois
clados bem sustentados, corroborando a manutencdo destes dois géneros (BELLAFRONTE et

al., 2013).

1.2 Citogenética classica e molecular da familia Parodontidae

Na familia Parodontidae os géneros Parodon e Apareiodon possuem caracteristicas
macro-cariotipicas muito semelhantes, onde o ndmero diploide é de 54 cromossomos
compostos basicamente por cromossomos meta-submetacéntricos (m-sm), sendo 0s
cromossomos subtelocéntricos (st) ausentes ou variando entre um a trés pares entre as
espécies (BELLAFRONTE et al., 2011; SCHEMBERGER et al., 2011). No entanto, excecoes
ocorrem em populagdes de A. affinis do baixo rio Parana (Argentina) e rio Paraguai, as quais
apesar de apresentar nimero 2n = 54, possuem cromossomos do tipo acrocéntrico (a) (JORGE
e MOREIRA-FILHO, 2000; 2004). Varia¢cGes de numero cromossémico em Parodontidae
também foram visualizadas em A. piracicabae coletados no rio Passa Cinco — SP, devido a
presenca de cromossomos B (FALCAO et al., 1984). Em relacio ao género Saccodon n&o ha
estudos citogenéticos descritos na literatura.

No que se refere ao sistema de cromossomos sexuais ha tipos distintos nesta familia,

onde h& espécies sem cromossomos sexuais diferenciados, outras com sistema sexual simples



do tipo ZZ/ZW e um caso de sistema sexual multiplo do tipo ZZ/ZW;W, (MOREIRA-FILHO
et al, 1993; JESUS e MOREIRA-FILHO, 2000a; 2000b; VICENTE et al., 2001,
CENTOFANTE et al., 2002; VICENTE et al., 2003; BELLAFRONTE et al., 2005; ROSA et
al., 2006; VICARI et al., 2006; SCHEMBERGER et al., 2011).

A andlise de mapeamento dos sitios de rDNA é uma importante ferramenta
cromossémica que permite inferir sobre a evolucéo cariotipica, além de também contribuir
com a citotaxonomia (VICARI et al., 2010). Os sitios de rDNA 18S, detectados por Ag-RONs
e sonda de rDNA 18S por hibridacdo in situ fluorescente (FISH), localizam-se na regido
terminal do braco longo de um par cromossémico subtelocéntrico grande, em todas as
espécies de Apareiodon ja estudadas (MOREIRA-FILHO et al., 1984; 1985; JESUS e
MOREIRA-FILHO, 2000a; ROSA et al., 2006; VICARI et al., 2006; BELLAFRONTE et al.,
2009; 2011; 2012). Por outro lado, no género Parodon, as RONs tém se mostrado como
caracteres espécie — especificos localizados em ambos 0s cromossomos
metacéntricos/submetacéntricos (JESUS e MOREIRA-FILHO, 2000b; VICENTE et al., 2001;
CENTOFANTE et al. 2002; BELLAFRONTE et al., 2005). O grupo irmdo Anostomidae
apresenta sitios de RON localizados na regido terminal de um par meta/submetacéntrico na
maioria das espécies (GALETTI et al., 1991), que é uma condicdo também encontrada nas
espécies do género Parodon, com excecdo de Parodon nasus. Assim, rearranjos
cromossémicos podem ter ocorrido na diversificagdo cariotipica destas espécies
(BELLEFRONTE et al., 2011). Sitios adicionais do rDNA 18S ja foram detectados em
caridtipos de A. vittatus e A. ibitiensis nas popula¢bes do rio S&o Francisco e do alto rio
Parana (BELLAFRONTE et al., 2009; 2011), que pode ter sido originado por eventos de
dispersdo de RONSs por transposi¢cdo ou associacdo com movimento da heterocromatina

(MOREIRA-FILHO et al., 1984; SCHWEIZER et al., 1987; VICARI et al., 2008).



Em relacdo ao rDNA 5S, a localizagdo proxima a regido centromérica de um par
submetacéntrico ¢ a mais comumente verificada entre os parodontideos (CENTOFANTE et
al., 2002; VICARI et al., 2006; BELLAFRONTE et al., 2009), caracteristica que € homologa
a encontrada na familia Anostomidae (SCHEMBERGER et al., 2011). Sitios adicionais desta
sequéncia com localizagcGes varidveis ocorrem em algumas espécies do género Parodon, além
da provavel correspondéncia entre os sitios de rDNA 18S e 5S com heterocromatina GC-rica
em alguns representantes da familia (VICENTE et al., 2001; BELLAFRONTE et al., 2005;
VICARI et al., 2006; BELLAFRONTE et al., 2009). A espécie Parodon nasus € a Unica que
apresenta os rDNAs 5S e 18S sinténico, que provavelmente foi originado por um evento de
translocacdo cromossémica quando analisados em comparacdo com 0 grupo irmao
Anostomidade e as demais espécies de Parodontidae (BELLAFRONTE et al., 2011).

A heterocromatina constitutiva nos cromossomos de Parodontidae foi localizada nas
regibes centroméricas e pericentroméricas e se apresenta como blocos bem evidentes, sendo
também observadas marcacOes terminais em todas as espécies de Parodontidae analisadas
(MOREIRA-FILHO et al., 1984; 1993, JESUS et al., 1999; JESUS e MOREIRA-FILHO,
2000a; JORGE e MOREIRA-FILHO, 2004; VICARI et al., 2006). A localizacdo da
heterocromatina constitutiva é imprescindivel para identificacdo do sistema de cromossomos
sexuais ZZ/ZW entre os parodontideos. Nas espécies que possuem sistema ZZ/ZW o
cromossomo Z apresenta pequenos blocos heterocromaticos, sendo um proximal e outro
terminal no braco curto. O cromossomo W, por sua vez, sofreu um processo de
heterocromatizacdo e acumulo de sequéncias repetitivas na diferenciacdo em relacdo ao
cromossomo Z. A heterocromatizacdo e o acumulo de sequéncias do W ocorreram a partir de
uma pequena regido heterocromatica proximal do brago curto presente no cromossomo Z, a
qual, no cromossomo W diferenciado é maior e corresponde ao brago longo. Esta hipétese de

diferenciacdo é utilizada para explicar a origem evolutiva do sistema ZZ/ZW presente em P.



hilarii, P. moreirai citado como Parodon sp., A. vladii citado como Apareiodon sp.,
Apareiodon sp. (rio Verde), A. ibitiensis (CENTOFANTE et al., 2002; VICENTE et al., 2003;
ROSA et al., 2006; VICARI et al., 2006; BELLAFRONTE et al., 2009).

VICENTE et al. (2003) isolaram e identificaram uma familia de DNA satélite em
Parodontidae utilizando o método de restricdo gendémica do DNA de P. hilarii. Este DNA
satélite, denominado pPh2004, foi identificado como uma sequéncia monomerica de 200 pb e
60 % rico em bases AT. A FISH, utilizando sonda deste satélite, evidenciou 16 sitios em
autossomos, alem de um sitio na regido terminal do bra¢o longo do cromossomo Z e um sitio
na regido terminal do braco curto do cromossomo W de P. hilarii (VICENTE et al., 2003). A
sonda pPh2004 também foi localizada sobre os cromossomos de Parodon moreirai
(CENTOFANTE et al., 2002) onde foram evidenciados 0s mesmos sitios encontrados nos
cromossomos Z e W de P. hilarii, além de dois pequenos sitios adicionais nos autossomos.
SCHEMBERGER et al. (2011) realizaram um mapeamento desta sonda por FISH sobre os
cromossomos das espécies P. nasus, P. pongoensis, P. moreirai, P. hilarii, A. ibitiensis, A.
affinis, A. vladii, A. piracicabae, e Apareiodon sp. O resultado obtido para P. nasus foi 10
sitios deste marcador, oito sobre os autossomos e dois sobre 0s proto-cromossomos sexuais;
em P. pongoensis foram detectados dois sitios no par 13 (proto-cromossomo sexual); P.
moreirai apresentou dois sitios autossdbmicos e nos cromossomos sexuais ZW; P. hilarii
mostrou 14 sitios autossdmicos e nos cromossomos sexuais ZW e; em A. affinis ocorreu a
presenca de seis sitios sobre autossomos. As demais espécies estudadas ndo apresentaram
marcacOes deste DNA satélite, assim pode-se inferir que as espécies que possuem o DNA
satélite pPh2004 divergiram mais recentemente e sdo mais relacionadas (BELLAFRONTE et
al. 2011). Estudos realizados por SCHEMBERGER et al. (2011) com uso da FISH com esta
mesma sequéncia repetitiva demonstrou que as espécies A. affinis, P. moreirai, P. hilarii, P.

nasus, P. pongoensis apresentaram marcacdes no brago longo de um par metacéntrico



comparavel, sendo este correspondente ao cromossomo Z das espécies com sistema de
Cromossomos sexuais e ao par de proto-Cromossomos Ssexuais nas espécies sem sistema
sexual, sugerindo a origem deste DNA satélite neste par cromossémico.

Sequéncias de DNAs repetitivos também foram obtidas dos cromossomos sexuais da
familia Parodontidae pela microdissec¢do do cromossomo W de Apareiodon sp. submetido ao
bandamento C seguido de uma amplificacdo pela PCR, utilizando iniciadores degenerados
(DOP-PCR - Degenereted Oligonucleotide Primed — Polimerase Chain Reacton) (VICARI et
al., 2010). Esta porcdo de DNA repetitivo foi denominada de WAp e evidenciou um arrasto
em gel de agarose entre 100 e 500 pb com uma intensidade maior em 250 pb. A utilizacéo
desta sonda na FISH evidenciou sitios em regiGes terminais de alguns cromossomos do
cariotipo de todas as especies da familia Parodontidae estudadas (Apareiodon sp., A.
ibitiensis, A. vladii, A. piracicabae, A. vittatus, A. affinis, P. hilarii , P. moreirai, P. nasus e P.
pongoensis) além de marcagdes nos cromossomos sexuais em A. affinis que apresenta sistema
de cromossomo sexual do tipo ZZ/ZW;W, e em todas as espécies com sistema de
cromossomos sexuais do tipo ZZ/ZW (SCHEMBERGER et al., 2011). As marcagdes da
sonda WAp nos cromossomos Z e W das espécies com sistema ZZ/ZW corroboram com a
hipotese de que houve um acimulo de sequéncias repetitivas para a deriva¢do do cromossomo
W (CENTOFANTE et al., 2002; VICENTE et al., 2003; ROSA et al., 2006; VICARI et al.,
2006), sendo esta sequéncia ndo exclusiva dos cromossomos sexuais uma vez que foram
detectadas também marcacOes em regides terminais de varios cromossomos autossémicos do
cariotipo de todas as espécies analisadas (SCHEMBERGER et al., 2011).

Além disso, com os resultados obtidos com a sonda WAp pode-se inferir uma
possivel origem dos cromossomos sexuais por um evento de inversdo de sequéncias WAp de
regides terminais para a regido proximal do braco curto de um par metacéntrico, originando

um par de cromossomos proto-sexuais (presente nas espécies P. nasus e P. pongoensis)



seguido de acumulo destas sequéncias na origem do cromossomo W heteromorfico
(SCHEMBERGER et al., 2011). O mapeamento desta sequéncia em conjunto com 0 DNA
satélite pPh2004 nos cromossomos das especies P. hilarii, P. moreirai, P. nasus, P.
pongoensis e A. affinis propiciou também inferéncias de que o sistema de cromossomos
sexuais multiplos ZZ/ZW;W, de A. affinis deve ter origem por translocacdo cromossémica
entre os elementos cromossémicos de um par autossomico grande portador de sitios WAp
terminal, possivelmente o primeiro par do cariétipo, e 0s cromossomos sexuais Z e W
portadores de sitios pPh2004 e WAp, a partir de uma forma ancestral semelhante a encontrada
em P. hilarii. Somente nestas duas espécies, o satélite pPh2004 foi encontrado também em
um par metacéntrico homeodlogo com marcacdes em ambos as regides terminais (par
cromossdmico 2). Nesse modelo, uma translocacdo reciproca entre 0S Cromossomos
autossdémicos e 0S cromossomos sexuais originaria um par de cromossomos portadores de
sitios de DNA satélite pPh2004 na regido terminal, sendo correspondente ao par 13
metacéntrico de A. affinis, e 0 outro par corresponderia aos cromossomos Z e W sem a
presenca de sequéncias de DNA satélite pPh2004 (SCHEMBERGER et al., 2011). O W
ancestral por sua vez sofreria rearranjos do tipo fissdo céntrica, seguido de inversdo
pericéntrica originando os cromossomos W3 e W,, como proposto por MOREIRA-FILHO et
al. (1993), porém de acordo com a origem de sistemas multiplos a partir de sistemas simples

(WHITE, 1973; SMITH e VIRKK, 1978; SCHNEIDER et al., 2006).

1.3 DNA repetitivo

Os DNAs repetitivos constituem grande porcentagem do genoma eucaridtico

consistindo de sequéncias que podem ser idénticas ou semelhantes, que se repetem diversas

vezes podendo estar em tandem (em sequéncia) ou podem estar dispersas no genoma



(TIMBERLAKWE, 1978; SUMNER, 2003). Por muito tempo o DNA repetitivo foi
considerado como DNA lixo (junk DNA), DNA egoista (selfish DNA) ou DNA parasitico
(parasitic DNA) (DOOLITTLE e SAPIENZA, 1980; ORGEL e CRICK, 1980; NOWAK,
1994) por falta de conhecimentos sobre suas funcdes. Atualmente, ja se sabe que estas
repeticdes possuem fungdes estruturais e organizacionais, na regulacdo de genes, rearranjos
cromossémicos, replicacdo, reparo de DNA, diferenciacdo e regulacdo cromossdmica,
podendo também estar envolvido na causa de algumas doencas (SUMNER, 2003). Também
possuem interesse especial em estudos de estrutura e funcdo cromossémica, evolucgéo,
identificacdo de rearranjos cromossémicos, Cromossomos Supranumerarios € cromossomos
sexuais (KIDWELL e LISCH, 1997; KIDWELL, 2002; SUMNER, 2003).

O método utilizado tradicionalmente para isolar os DNAS repetitivos € por digestdo
de DNA gendémico utilizando enzimas de restricdo, e apos sua localizacdo cromossdmica em
uma grande soma de espécies podem ser utilizados como marcadores moleculares na
perspectiva de entender os processos de evolucdo do DNA destas espécies. No entanto,
atualmente, sequéncias repetitivas podem ser obtidas também por cinética de reassociagdo
Cot—1 e também por microdissec¢do de cromossomos submetidos ao bandamento C, seguido

de amplificacdo das regides heterocromética por DOP-PCR (VICARI et. al., 2010).

1.3.1 DNA repetitivo em tandem

Os DNAs repetitivos em tandem s&o classificados de acordo com sua unidade de
repeticdo, a qual varia em tamanho, onde maiores que 100 pb s&o denominadas de satélites
classicos, de 10-100 pb minissatélites e 2-6 pb microssatélites (SUMNER, 2003). Estes estdo
localizados em regifes centroméricas/pericentroméricas e ocasionalmente em regides

intersticiais e terminais dos cromossomos (CHARLESWORTH et al., 1994). A composi¢do
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deste DNA repetitivo pode variar de AT ricos ou GC ricos (BERIDZE, 1986). Incluso na
classificacdo do DNA repetitivo em tandem ha também as familias multigénicas como as
histonas e 0 DNA ribossdémico (LONG e DAVID, 1980).

O DNA satélite esta empacotado de forma densa ou inerte nas regifes de
heterocromatina constitutiva (YUNIS e YASMINEB, 1971; PLOHL et al., 2008). Apesar do
DNA satélite estar frequentemente relacionado a inatividade transcricional (BERIDZE, 1986),
tem sido sugerido sua importancia juntamente com proteinas especificas, nos processos da
estabilidade da estrutura genémica, efeito de regulacdo génica (ex. efeito de posicdo de
variegacdo), pareamento cromossdmico e segregacdo atuando em funcdo estrutural, assim
como na investigacdo de variabilidade e diversidade genética envolvendo aspectos evolutivos
(KURENOVA et al.,, 1998; O'CONNELL e WRIGTH, 1997; MONOD et al., 2002;
HERNANDEZ-HERNANDEZ et al., 2008; BUSSIEK et al., 2009).

Os mecanismos para explicar a origem do DNA satélite tem sido diversos, entre eles
estdo descritos na literatura a replicacdo saltatéria (BRITTEN e KOHNE, 1966; 1968), o
crossing-over desigual (SMITH, 1974) e origem por elementos transponiveis (HEIKKINEN
et al., 1995). Na realidade, sabe-se atualmente que todos esses mecanismos podem atuar na
origem e diversificacdo de familias de DNA satélite.

Outra peculiaridade dos DNAs satélites é que estes podem estar organizados em
sitios especificos de um par cromossémico. No entanto, na maioria das vezes, estas unidades
de repeticdo evoluem em paralelo (DOVER, 1986), levando a uma homogeneizagéo intra-
especifica entre as unidades repetitivas (UGARKOVIC e PLOHL, 2002). Esta distribuicdo
cromossémica é reflexo do modo de evolugdo em concerto de sequéncias entre cromossomos
ndo homdlogos (PLOHL et al., 1992). Nestes casos, a dispersao intercromossdmica seria mais
répida que as taxas de mutagdo e/ou homogeneizacdo intracromossdémica. Diante da dindmica

evolutiva extremamente variavel dos DNAs satélites estes podem, de fato, prover informac6es
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Uteis tanto para estudos microevolutivos (no caso de DNASs satélites espécie especificos ou
cromossomo especificos) (UGARKOVIC e PLOHL, 2002), como para estudos filogenéticos
(onde um DNA satélite € compartilhado por algumas especies em um determinado grupo)
(PONS et al., 2002; PONS e GILLESPIE, 2003; KANTEK et al., 2009). No entanto, familias
de DNA satélite podem, paralelamente, permanecer conservadas ao longo do tempo por terem
evolucdo lenta, mantidas por baixas taxas de mutacdo, com reflexo na homogeneizacéo das
sequéncias (DE LA HERRAN et al., 2001).

Em peixes, DNAs satélites cromossomo especificos podem tornar-se marcadores
citogenéticos Uteis (SAITO et al., 2007), utilizados algumas vezes para compreender as
relacdes filogenéticas entre diferentes taxons (DE LA HERRAN et al., 2001; SAITO et al.,
2007), esclarecer a citotaxonomia em complexos de espécies (MANTOVANI et al., 2004;
VICARI et al., 2008b; KANTEK et al.,, 2009), evidenciar as provaveis origens de
cromossomos supranumerarios (MESTRINER et al., 2000; ZIEGLER et al., 2003; JESUS et
al., 2003; ARTONI et al., 2006; VICARI et al., 2011) e na caracteriza¢gdo dos cromossomos
sexuais (DEVLIN et al., 1998; 2001; MACHADO et al., 2011; SCHEMBERGER et al., 2011,

PUCCI et al., 2013).

1.3.2 DNAs repetitivos dispersos

O DNA repetitivo disperso é composto pelos elementos transponiveis (TES), 0s quais
tém a capacidade de se moverem no DNA e estdo presentes em grande abundancia no genoma
dos eucariotos (KIDWELL, 2002). Ha uma grande diversidade destes elementos e eles sdo
classificados em Classe | ou Classe 1l conforme o mecanismo de transposi¢do. Os transposons

de Classe I, também denominados de retrotransposons, dependem de um RNA intermediério
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para moverem-se no genoma, enquanto que os de Classe 11, ou elementos de DNA, movem-se
diretamente no genoma (WICKER et al., 2007).

Ha também subdivisbes de classificacdo destes elementos (Figura 1), que sdo a
subclasse, superfamilia e familia, além de outras. A Classe | apresenta a subclasse dos
elementos com longas repeti¢cfes terminais (LTR) e a subclasse ndo-LTRs as quais ndo
apresentam as longas repeticGes terminais e estdo inclusos os LINEs (long interspersed
nuclear element) e SINEs (short interspersed nuclear element). Os LTRs geralmente
codificam as enzimas ap (aspartic proteinase), gag (capisid protein), rt (reverse transciptae),
rh (RNAse H) e int (integrase), e movem-se no genoma pelo mecanismo de transcricdo em
RNAmMm, conversdo em DNA, o qual é uma molécula livre no meio celular, pela transcriptase
reversa, seguido da inser¢do em um novo local (HAVECKER et al., 2004). Os elementos néo-
LTRs transpde-se pelo mecanismo em que o RNA intermediario ancora-se ao DNA-alvo
antes de ser transcrito em DNA, neste caso ndo ha moléculas de DNA livres (OSTERTAG e
KAZAZIAN, 2001).

Em relagdo a Classe Il ha duas superclasses as quais sdo distinguidas pelo namero de
fitas de DNA que sdo cortadas durante a transposicdo; na superclasse | estdo inclusos os
transposons caracterizados por apresentar as terminal inverted repeats (TIRs - repeticdes
terminais invertidas) flanqueando a regido interna com uma open reading frame (ORF -fase
aberta de leitura) que codifica a enzima transposase a qual € responsavel por mediar a
transposicdo, o mecanismo de transposi¢cdo pode ser replicativo em que h& a duplicacdo de
uma copia ou conservativo que consiste somente em excisdo e inser¢do em um novo local
(HURST e WERREN, 2001). Na superclasse Il estédo presentes o Helitron que se replica pelo
mecanismo rolling-circle, cortando somente uma fita de DNA e o Maverik que se move

provavelmente por um mecanismo via excisdo de uma fita de DNA seguido de uma
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CLASSE Elementos Transponiveis
Mecanismo de r : 1
transposigao Classe I Classe 1T
(retrotransposons) (elementos de DNA)
_—
Subclasse I Subclasse 11 Subclasse I Subclasse IT
SUBCLASSE
Estrutura molecular | | I I 1 f ! 1
dcf elemento ou LTRs non-LTRs TIR Crypton Helitron Maverick
namero de fitas
excisadas I 1 L Y )
durante a transposi¢do SINEs LINEs DIRS PLE
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Figura 1 - Classificacdo dos elementos transponiveis segundo WICKER et al. (2007).
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replicacdo extracromossémica e integracdo a um novo local. No nivel das superfamilias os
TEs sdo classificados de acordo com a organizacdo da ORF e pela presenca ou auséncia de
assinaturas e dominios proteicos, ja as familias sdo definidas pela conservacdo da sequéncia
de DNA (WICKER et al., 2007).

Os TEs podem estar presentes como coOpias autbnomas que possuem toda a
maquinaria enzimatica necessaria para sua mobilidade, ou como cépias ndo autdbnomas que
necessitam das enzimas produzidas pelos autbnomos para se transpor. Sob esse aspecto é
importante destacar os elemento transponiveis miniatura (MITES) que sdo elementos
transponiveis de Classe Il curtos (100-600 pb), ndo autdbnomos e compostos por sequéncias
repetidas invertidas, os quais podem surgir por mutacdo e consequente degeneracdo de
elementos TEs autonomos (WICKER et al., 2007). Estes sdo importantes para o processo de
biogénese de sitios regulatorios, o elemento Tourist, por exemplo, esta inserido em regides
que flangueiam genes ou em introns no genoma de milho e cevada e parecem ter influéncia
sobre genes (BUREAU e WESSLER, 1994).

A maioria dos TEs estd presente nos genomas como coépias defectivas sem a
capacidade de transposicdo e podem estar localizados tanto em regides da heterocromatina
como também na eucromatina proximos a genes, em regifes intergénicas ou nos introns
(BIEMONT et al., 1997). Além disso, eles sdo considerados como “parasitas” devido ao fato
de que sdo uma das principais fontes de mutacdo podendo promover a inativacdo génica e
rearranjos cromossémicos, além de possuir a habilidade de induzir a recombinacgdo desigual
uma vez que por estarem presentes em varias cépias podem causar 0 pareamento incorreto
cromossomico. Entretanto estudos tem demonstrado que muitos TES podem adquirir novas
fungdes no genoma do hospedeiro, que é chamado de processo de “domesticacdo”,

“exaptacdo” ou “co-opcdo” molecular (MILLER et al., 1997). Neste sentido tem sido descrito
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o ciclo de vida dos TEs que consiste na sua origem que pode ser por eventos de mutacao ou
recombinacdo de sequéncias presentes no genoma ou por meio de transferéncia horizontal,
depois ha o seu aumento de nimero de copias, e inativacdo por processos de deterioracdo de
TEs pelo acimulo de mutagfes ou seu silenciamento causado por mecanismos epigenéticos
do genoma do hospedeiro (FERNANDEZ-MEDINA et al., 2012). Entdo estes podem ser
eliminados, permanecerem no genoma como fdsseis ou, serem domesticados para novas
funcBes que sdo benéficas para o hospedeiro.

Esta nova visdo da importancia dos TEs para o genoma tem sido evidenciada pelo
fato de que: ha a presenca de sequéncias de transposons em regides génicas; a insercao destes
elementos esta presente por tempo suficiente para ser fixada; alguns TEs podem participar da
regulacdo de genes proximos (MARINO-RAMIREZ et al., 2005 para revisdo); estruturas
palindromos de alguns MITES podem evoluir em genes de microRNAs (FESCHOTTE e
PRITHAM, 2007). Em humanos, por exemplo, aproximadamente 25% dos promotores
contém sequéncias de TE derivadas (JORDAN et al., 2003). Adicionalmente, a origem do
sistema imune de vertebrados parece ter sido a partir do elemento Transib, outro estudo tem
relatado também que a familia FAR1/FHY3 de fatores de transcricdo em plantas tem um
especifico dominio de ligacdo de DNA na regido N-terminal que é conservada na transposase
codificada pelo elemento MULE, além disso, o gene SETMAR dos primatas foi
possivelmente originado de uma fusédo transcricional do dominio SET com uma transposase
do transposon Mariner (FESCHOTE, 2008).

Em peixes, apesar de poucos estudos com TEs, tem sido relatado que ha uma maior
diversidade destes elementos do que a encontrada em mamifero e aves. E importante destacar
gue uma abordagem mais ampla destes elementos tem sido realizada principalmente nas
espécies com genomas sequenciados que sdo: Takifugu rubripes, Tetraodon nigroviridis,

Danio rerio e Oryzias latipes. Em relacdo ao mapeamento fisico dos transposons, os estudos
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tém se restringido a 15 elementos no genoma de 32 espécies, sendo 0s retrotransposons
melhores estudados. O elemento do grupo REX (retrotransposons ndo-LTRs caracterizados do
genoma do peixe Xiphophorus) esta presente em 28 espécies estudadas, sendo que em 11
espeécies eles estdo presentes na regido heterocromatica e nas outras 17 eles estdo dispersas
pelo genoma. Interessantemente ha o envolvimento do REX juntamente com o elemento de
Classe Il Tc1-Mariner no processo de diferenciagdo de cromossomos sexuais de Chionodraco
hamatus, outros dados na literatura relacionados com esse evento tem sido descrito para a
especie Oreochromis niloticus (FERREIRA et al., 2011). Na familia Parodontidae ainda nédo
ha descricéo na literatura sobre os TES.

Devido sua natureza egoista e parasitica 0 movimento e a acumulacdo dos TEs séo
visualizados com uma forte influéncia na trajetéria evolutiva dos genomas hospedeiros
(FESCHOTTE e PRITHAM, 2007). Inimeras vias tem demonstrado que os TEs podem
influenciar a regulacdo da expressdo génica, tanto no nivel transcricional com pos-
transcricional (FESCHOTTE, 2008). Desta forma, foi postulado que a insercdo de TEs nas
vizinhangas ou dominios das sequéncias cis regulatorias provavelmente contribuem para o
estabelecimento de padrfes de linhagens especificas da expressdo génica (MARINO-
RAMIREZ e JORDAN, 2006). Em adicdo para a doagdo de elementos cis regulatorios esta a
criacdo de novas redes regulatorias. Assim, o movimento e o acimulo de TEs tém sido
propostos para participar da reestruturacdo de redes de regulacéo génica pré-estabelecidas. No
peixe medaka, o qual possui determinagéo sexual pela agédo do gene DMY foi verificado que
o promotor deste gene sofreu invasdo de elementos transponiveis. Neste caso, estes elementos
transponiveis forneceram uma nova rota regulatoria por carrear sequéncias para a ligacdo de
fatores de transcricdo (HERPIN et al., 2010).

Neste aspecto, associar a caracterizacdo de genes que auxiliam na determinacdo

sexual e suas regides promotoras, bem como, a composi¢do dos DNAS repetitivos é de suma
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importancia para novas informacgdes sobre a funcdo destes genes e DNAS repetitivos em

peixes Neotropicais.

1.4 Cromossomos sexuais

Os mecanismos de diferenciacdo cromossdmica do sexo podem ser do tipo ZW com
heterogametia feminina ou XY com heterogametia masculina. Nos mamiferos a fémea
geralmente possui 0s cromossomos sexuais homomdrficos (XX) e os machos sdo
heterogaméticos (XY). Esta situacdo € inversa para as aves e cobras em que a maioria das
espécies apresenta sistema sexual do tipo ZZ/ZW (CLARK e WALL, 1996). Os anfibios
apresentam tanto sistema do tipo ZZ/ZW como XX/XY, além daqueles sem sistema de
cromossomos sexual diferenciado (CLARK e WALL, 1996). Os mecanismos cromossomicos
de diferenciacdo do sexo em peixes sdo variados e incluem sistemas de cromossomos sexuais
simples (XX/XY e ZZ/ZW) somados aos sistemas de cromossomos sexuais maltiplos
originados através de varios mecanismos, como por exemplo, de translocacdo X-autossomo,
Y-autossomo e fissdo céntrica, tais como: XX/XY1Yy, XiXiXoXo/XiXoY e ZZIZW1Ws,
respectivamente (MOREIRA-FILHO et al.,, 1993; ALMEIDA-TOLEDO et al., 2000;
ALMEIDA-TOLEDO e FORESTI, 2001), entretanto a maioria das espécies de peixes ndo
apresenta cromossomos sexuais diferenciados citogeneticamente (VICENTE et al., 2003).

Os cromossomos sexuais surgem a partir de um par de autossomos que passa por
uma intensa diferenciacdo. O primeiro passo para que esta diferenciagdo ocorra € a supressao
da recombinacdo entre homologos (NEI, 1969). Este evento faz com que os cromossomos Y
ou W derivados percam genes que antes estavam presentes em cromossomos ancestrais
homologos ao X e Z respectivamente (proto-cromossomos sexuais), ou Seja, ocorre uma
degeneracdo genética (CHALESWORTH e CHALESWORTH, 2000). Em relacdo ao

decréscimo da funcdo dos locos localizados na regido heteromorfica dos cromossomos
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sexuais tem-se a hipotese de Miller em que a degeneracdo do Y € a consequéncia de sua
permanente heterozigosidade (MULLER, 1932). A degeneracéo do Y ¢é caracterizada por dois
principais fenbémenos: (1) a mudanca de regides eucromaticas em estrutura de
heterocromatina, e (2) a erosdo da atividade génica do Y. Em mamiferos somente poucos
genes ligados ao X tem homologia com os genes ligados ao Y e varios genes ligados ao Y nédo
tem homologia com aqueles ligados ao X (LAHN et al., 2005).

Varios sdo 0s mecanismos que podem ocasionar a supressdo da recombinacao
cromossémica, dentre eles estdo 0s génicos, a heterocromatizacdo e processos de rearranjos
cromossomicos (CHALESWORTH et al.,, 2005). A selecdo para genes que reduzem a
recombinacdo pode ser um dos fatores iniciais, mas outros efeitos sdo mais significativos
(CLARK e WALL, 1996). Mudancas conformacionais como a heterocromatizacao, originada
tanto pela insercdo de elementos transponiveis como também pela duplicacdo de sequéncias
repetitivas, ocasionam um padrdo de replicacdo tardio em relacdo ao seu homdlogo
(CHALESWORTH et al., 2005). De fato a presenca de regiGes heterocrométicas nas
proximidades da regido de determinacdo do sexo do cromossomos Y favorece a auséncia ou
baixa frequéncia de recombinacdo (NANDA et al., 2000).

Mudangas cromossomicas estruturais como inversoes peri/paracéntricas aumentam o
isolamento génico entre homologos e por consequéncia supressdo da recombinagdo
favorecendo surgimento de cromossomos sexuais diferenciados (CHALESWORTH et al.,
2005). Sabe-se atualmente que todos esses processos podem agir em conjunto para a
diferenciacdo dos cromossomos sexuais. Estudos com mamiferos, por exemplo, tém
evidenciado que o crossing over tem sido suprimindo tanto por eventos em pequena escala
como as inversdes, como também por insercGes de elementos transponiveis (MARIAS e

GALTIER, 2003).
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Muitos estudos tém sido realizados sobre a tematica dos cromossomos sexuais
devido a sua importancia principalmente no que diz respeito a evolucdo. Mapeamentos
comparativos de genes entre humanos e aves revelam gque humanos com sistema XX/XY e
aves com sistema sexual ZZ/ZW néo possuem homologia (NANDA et al., 1999), sugerindo
gue 0s cromossomos sexuais em mamiferos e aves foram derivados em diferentes pares de
autossomos de um ancestral comum (MATSUBARA et al., 2006). Em relacdo aos peixes, tem
sido relatado na literatura muitos casos de evolucéo independente dos cromossomos sexuais,
resultando em distintos sistemas de cromossomos sexuais (ARTONI e BERTOLLO, 2002;
MACHADO et al., 2011; SCHEMBERGER et al., 2011).

Sequéncias repetitivas sexo-especificas ja foram isoladas e mapeadas nos
cromossomos de diversas espécies de peixes, incluindo Leporinus elongatus (NAKAYAMA
et al., 1994), Chionodraco hamatus (CAPRIOLIONE et al.,, 1994), Poecilia reticulata
(NANDA et al., 1990), Oncorhynchus tschawytscha (DEVLIN et al., 1991; STEIN et al.,
2001), Hoplias malabaricus (BORN e BERTOLLO, 2000), género Triportheus (ARTONI e
BERTOLLO, 2002), Salvelinus namaycush (STEIN et al., 2002) e Oreochromis niloticus
(HARVEY et al.,, 2002; EZAZ et al., 2004). Entretanto pouco se sabe sobre sequéncias
génicas de determinagdo do sexo neste grupo, estudos demonstram alguns genes candidatos
como o Dmrtl isolado da espécie Odontesthes bonariensis e DMY que € um homélogo do
Dmrtl presente na espécie Orzyas latipes (MATSUDA et al., 2002; LUFFALA et al., 2003;

FERDINANDINO et al., 2006).
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2. JUSTIFICATIVAS E OBJETIVOS

As espécies da familia Parodontidae apresentam um numero conservado de 2n=54
cromossomos, com espécies homomorficas em relacdo ao sexo ao lado de outras com sistema
de cromossomos sexuais do tipo ZZ/ZW e ZZ/ZW,W, (BELLAFRONTE et al., 2011;
SCHEMBERGER et al., 2011). As sequéncias de DNA repetitivo atualmente tém sido
extensivamente utilizadas como marcadores cromossdmicos para estudos evolutivos de
espécies, identificacdo de rearranjos cromossomicos, identificacdo e evolucdo de
cromossomos sexuais e também pesquisas sobre sua atuacdo na regulacdo génica, entre outros
(DELVIN et al. 2001; SAITO et al., 2007; VICARI et al., 2008; KANTEK et al, 2009;
MARGUERON e REINBERG, 2010; VICARI et al., 2010).

Na familia Parodontidae foram isoladas as sequéncias de DNA repetitivo pPh2004 e
WAp. Os resultados obtidos por FISH utilizando ambas as sondas puderam esclarecer
diversos aspectos relacionados a evolucdo do DNA satéelite pPh2004 e dos cromossomos
sexuais na familia Parodontidae (SCHEMBERGER et al, 2011). Nesse contexto, 0
reconhecimento e caracterizacdo de outras familias de DNA repetitivo, tanto em tandem como
dispersas, assim como a busca de sequéncias sexo especificas sdo importantes para analises
evolutivas e para o entendimento do papel do DNA repetitivo no genoma e evolugdo dos
cromossomos sexuais da familia Parodontidae.

Assim, 0 objetivo geral do presente estudo foi:

a) Isolar e avaliar o papel genémico de familias de DNAs repetitivos em peixes da
familia Parodontidae;

Para isto, foram propostos os seguintes objetivos especificos:

a) Obtencdo de DNAs repetitivos de espécies da familia Parodontidae por cinética de

renaturacédo (Cot-1);
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b) Obtencdo, caracterizacdo e inferéncia do papel gendmico do elemento
transponivel Tc1-Mariner;

c) Clonagem das sequéncias obtidas para a identificacdo e formacéo de biblioteca de
DNA repetitivo da familia Parodontidae;

d) Citogenética e mapeamento citogenético das sequéncias dos DNAs repetitivos
obtidos no presente estudo, e também WAp, pPh2004 e rDNA sobre cromossomos de

exemplares da familia Parodontidae.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Material e Locais de coleta

Foram estudadas citogeneticamente espécies de peixes da familia Parodontidae das
bacias do alto rio Parand, S&o Francisco, Iguagu, Araguaia e Paraguai (Figura 1). O material
cromossémico foi obtido de espécies coletadas da natureza (Licenca permanente para coleta
de material zoolégico MMA/IBAMA/SISBIO: 15117-1) por rede de arrasto ou tarrafas; ou a
partir do banco de preparagdes cromossémica do laboratério de citogenética da Universidade
Federal de S&o Carlos. Os procedimentos foram de acordo com o Comité de Etica em
Experimentagdo Animal da Universidade Estadual de Ponta Grossa (Protocolo CEUA:

07/2011). As espécies de Parodontidae estudadas estdo listadas na Tabela 1.
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Figura 1 - Mapa hidrografico do Brasil, mostrando a distribuicdo das espécies de
Parodontidae. Em (1) rio Passa-Cinco - SP; (2) rio Piumhi — MG; (3) rio Piquiri - PR; (4) rio
Tibagi — PR; (5) rio Jordao — PR; (6) Corrego do Porta — MG; (7) rio Sao Francisco - MG; (8)
rio Paraguai — MT; (9) rio Taquaralzinho — MT. Ao lado as espécies estudadas numeradas de

acordo com a sua localizacdo nas bacias. Fotos:

(A) PAVANELLI,

2006;

(B)

SCHEMBERGER, 2009; (C) VICARI et al., 2006; (D) ROSA et al., 2006; (E) NOREN,
2013; (F) JESUS et al., 1999; (G) CENTOFANTE et al., 2002; (H) VICENTE, et al., 2003;

(I) HOOKER. Barra=2 cm.



24

Tabela 1: Pontos de amostragem, distribuicdo nas bacias e nimero de espécies utilizadas.

Espécies Rio (Estado) Bacia hidrografica  Localizagdo (GPS) N° & N° @
A. piracicabae Rio Piumhi (MG) S8o Francisco -20°31'55" e -46°02'42" 5 3
A. vittatus Rio Jorddo (PR) Iguacu -25°42'31" e -51°53'63" 2 2
Apareiodon sp. Rio Verde (PR) Alto Parana -25°04'35" e -50°04'03" 10 15
A. vladii Rio Piquiri (PR) Alto Parana -25°01'40" e -52°27'32" 4 5
A. hasemani Rio Séo Francisco (MG) S8o Francisco -17°21'17" e -44°57°18” 2 2
A. affinis Rio Passa-Cinco (SP) Alto Parana -22°25'26" e -47°41'56" 7 5
P. pongoensis  Rio Taquaralzinho (MT) Araguaia -15°53'28" e -52°14'56" 4 5
P. nasus Rio Paraguai (MT) Paraguai -15°34'40" e -56°09'58" 6 3
P. hilarii Corrego do Porta (MG) Séo Francisco -17°21'17" e -44°57'15" 9 12
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3. 2 Métodos

As preparacdes mitoticas das espécies de Parodontidae foram obtidas pela técnica de
“air drying” conforme descrito por BERTOLLO et al. (1978) (Anexo I). A hibridacgéo in situ
fluorescente foi realizada de acordo com protocolo PINKEL et al. (1986) (Anexo 1), onde
foram utilizadas as sondas WAp (VICARI et al., 2010), pPh2004 (VICENTE et al. 2003),
rDNA 18S (HATANAKA e GALETTI Jr, 2004), rDNA 5S (MARTINS e GALETTI Jr,
1999), DNAs repetitivos obtidas pelo Cyt-1, e do elemento transponivel Tcl-Mariner obtido
por PCR. A marcacdo das sondas foi realizada por “nick translation” ou “degenerated
oligonucleotide primed — polymerase chain reaction” (DOP-PCR) seguindo instrugdes do
fabricante (Anexo IlIl). O DNA genémico foi extraido pelo método utilizando o tampéo
CTAB (MURRAY e THOMPSON, 1980) (Anexo IV). Para a obtencdo dos DNAS repetitivos
foi utilizada a técnica do Cot-1 descrita por ZWICK et al. (1997) (Anexo V), e também a PCR
onde foi utilizado primer desenhado a partir da regido da TIR do elemento Tcl-Mariner das
espécie Takifugu rubripes (SMIT, 2002) (Anexo VI). A clonagem dos fragmentos obtidos
pelo Cot-1 foi realizada de acordo com instru¢es do Kit de clonagem RPN5110 no vetor
pMOSblue Blunt ended (Amershan Bioscience ®); e das sequéncias do elemento Tc1-Mariner
foi realizado de acordo com kit do vetor pTZ57R/T (Fermentas ®) (Anexo VII). Os clones
positivos foram sequenciados pelo Servico de Sequenciamento Ludwig Biotec LTDA
utilizando o sequenciador automatico ABI-PRISM Genetic Analyzer armado com capilares de
50 cm e polimero POP6 (Applied Byosystens®). A anélise das metafases foi realizada em
microscopio de epifluorescéncia Olympus BX41®. As imagens cromossdmicas foram
capturadas com a utilizagdo do software DP Controller 3.2 (Olympus). Os cromossomos

foram organizados em metacéntricos (m), submetacéntricos (sm) e subtelocéntricos (st),
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dependendo da razdo de bragos (LEVAN et al.,, 1964), e arranjados em decréscimo de
tamanho nos respectivos cariotipos.

A analise das sequéncias obtidas por Cot-1 foi realizada utilizando CENSOR online
software (JURKA et al., 2005), RepeatMasker (http://www.repeatmasker.org) e BLAST
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast. cgi) para identificacdo de similaridades com sequéncias
depositadas em banco de dados. As sequéncias obtidas por PCR do elemento Tcl-Mariner
foram analisadas utilizando: CENSOR online software (JURKA et al., 2005), RepeatMasker
(http://www.repeatmasker.org) e BLAST (http://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi) para
identificacdo de similaridades com sequéncias depositadas em banco de dados; MUSCLE
(EDGAR, 2004) para o alinhamento; software Geneious 4.8.5 (DRUMMOND et al., 2009) e
banco de dados Pfam (FINN et al., 2010) para identificacdo de dominios proteicos; 0 MUST
(http://csbll.bmb.uga.edu/ffzhou/MUST/) foi utilizado para identificacdo de MITEs; a
similaridade entre as sequéncias foi realizada pelo programa EMBOSS Plotcon
(http://emboss.bioinformatics.nl/cgi-bin/emboss/plotcon); o nimero de substituigdes de base
por sitio entre as sequencias foram calculadas usando o MEGA 5.0 (TAMURA et al., 2011); e
as analises estatisticas foram realizadas utilizando o programa estatistico Sistema R
(http://www.Rproject.org). As sequéncias serdo depositadas por ocasido da publicagdo no
banco de dados do Genetic Information Research Institute (http://www.girinst.org/) e do

GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/).
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4. RESULTADOS

Os resultados estdo organizados na forma de artigo em trés capitulos:

4.1 Capitulo I: Sex chromosome system ZZ/ZW in Apareiodon hasemani Eigenmann, 1916
(Characiformes, Parodontidae) and a derived chromosomal region. De autoria: Elisangela
Bellafronte, Michelle Orane Schemberger, Roberto Ferreira Artoni, Orlando Moreira Filho e
Marcelo Ricardo Vicari. Publicado na Genetics and Molecular Biology, v.35, p. 770-776,

2012.

4.2 Capitulo Il: Caracterizacdo e construcdo de biblioteca de DNAS repetitivos em

Parodontidae (Actinopterygii; Characiformes): uma abordagem gendmica e evolutiva

4.3 Capitulo I11: Perda de identidade e exaptacdo molecular do elemento transponivel

Tcl-Mariner em genomas de peixes (Teleostei: Parodontidae)
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4.1 Capitulo I: Sex chromosome system ZZ/ZW in Apareiodon hasemani Eigenmann,

1916 (Characiformes, Parodontidae) and a derived chromosomal region

Genetics and Molecular Biology, 35, 4, 770-776 (2012)
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Sex chromosome system ZZ/ZW in Apareiodon hasemani Eigenmann, 1916
(Characiformes, Parodontidae) and a derived chromosomal region
Elisangela Bellafronte!, Michelle Orane Schemberger?, Roberto Ferreira Artoni?, Orlando

Moreira Filhol and Marcelo Ricardo Vicari®

'Departamento de Genética e Evolugdo, Universidade Federal de S&o Carlos, S&o Carlos, SP,
Brazil.
Departamento de Biologia Estrutural, Molecular e Genética, Universidade Estadual de Ponta

Grossa, Ponta Grossa, PR, Brazil.

Abstract

Parodontidae fish show few morphological characteristics for the identification of their
representatives and chromosomal analyses have provided reliable features for determining the
interrelationships in this family. In this study, the chromosomes of Apareiodon hasemani
from the S&o Francisco River basin, Brazil, were analyzed and showed a karyotype with 2n =
54 meta/submetacentric chromosomes, and a ZZ/ZW sex chromosome system. The study

revealed active NORs located on pair 11 and additional 18S rDNA sites on pairs 7 and 22.
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The 5S rDNA locus was found in pair 14. It showed a pericentric inversion regarding the
ancestral condition. The satellite DNA pPh2004 was absent in the chromosomes of A.
hasemani, a shared condition with most members of Apareiodon. The WAp probe was able to
detect the amplification region of the W chromosome, corroborating the common origin of the
system within Parodontidae. These chromosomal data corroborate an origin for the ZW
system of Parodontidae and aid in the understanding of the differentiation of sex chromosome

systems in Neotropical fishes.

Keywords: cytogenetics, FISH, 18S rDNA, 5S rDNA, Neotropical fishes.
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Introduction

Fishes are the largest group of vertebrates, with a wide variety of adaptive responses
to diversified aquatic habitats and ecological limitations. Also with respect to sex
determination, fishes exhibit much variety. Unlike the situation in most vertebrates, where the
male and female sexes are represented by two different individuals (gonochorism), hundreds
of fish species are known to be hermaphroditic (Devlin and Nagahama, 2002; Schartl, 2004).

Sex chromosomes are fundamental in many vertebrate species for the development
of either a male or a female (Livernois et al., 2012). Few species of fish are carriers of
heteromorphic chromosomal systems when compared to the enormous taxa diversity (Oliveira
et al., 2007). However, fishes have a remarkable variety of sex determination chromosome
systems (XY, X0, X1 X2Y, XYY, ZW, Z0, ZW1W,, Z1Z1Z,Z,1Z,Z,, W1\W,, WXZ) (Moreira-

Filho et al., 1993; Devlin and Nagahama, 2002; Oliveira et al., 2008), in which the ZZ/ZW
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simple system with female heterogamety is the most frequent one among Neotropical fishes
(Artoni and Bertollo, 2002; Bellafronte et al., 2011; Machado et al. 2011).

The family Parodontidae occurs throughout South America and its species are
classified in three genera: Parodon, Apareiodon and Saccodon (Pavanelli, 2003). Generally
they are robust fish, with strong pectoral, ventral and caudal fins, a fusiform body, and a
dorsal profile which is more arched than the ventral one (Travassos, 1957). Parodontidae
taxonomy is controversial because the family members lack diagnostic morphological traits
that are sufficiently reliable for accurate phylogenetic analysis (Pavanelli and Britski, 2003;
Ingenito LFS, 2008, Ph.D Thesis, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Brazil). Ingenito
argued that existing morphological phylogenetic evidence for the genus Apareiodon is
insufficient to support its maintenance, and that Apareiodon should be regarded as a junior
synonym of Parodon.

Cytogenetic analyses of both Parodon and Apareiodon revealed a conserved diploid
number of 54 chromosomes, but with remarkable heterogeneity in the distribution of
heterochromatin, NOR activity , number and location of 18S rDNA, 5S rDNA and satellite
DNA family sites, and morphologically differentiated sex chromosome systems (for a review
see Bellafronte et al., 2011). From the Parodontidae species that have been cytogenetically
analyzed, six have sex chromosomes: ZZ/ZW;W, for Apareiodon affinis Steindachner, 1879,
and ZZ/ZW for Parodon hilarii Reinhardt, 1867, Parodon moreirai Ingenito & Buckup,
2005, Apareiodon vladii Pavanelli, 2006, Apareiodon sp. and Apareiodon ibitiensis Campos,
1944 (Moreira-Filho et al., 1980, 1993; Centofante et al., 2002; Vicente et al., 2003; Rosa et
al., 2006; Vicari et al., 2006; Bellafronte et al., 2009).

In Parodontidae, satellite DNA has great importance for the understanding of
karyotype differentiation. So far, two satellite DNAs have been described for this fish group:

pPh2004 (Vicente et al., 2003) and WAp (Schemberger et al., 2011). The physical mapping of
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the pPh2004 sequence showed that this satellite DNA is present on chromosomes Z and W
(also on autosomal chromosomes); however, it is not a part of the heterochromatic amplified
region of the W chromosome heteromorphism (Bellafronte et al., 2011). The WAp satellite
DNA probe is capable of detecting the amplification region and the chromosome W
heteromorphism, corroborating the common origin of this system in Parodontidae, apart from
homologies to other chromosome sites (Schemberger et al., 2011).

The integrated analysis of chromosomal markers has also allowed to deduce the
chromosomal differentiation of the family, which is organized in: (i) species without
morphologically differentiated sex chromosomes (Apareiodon piracicabae Eigenmann, 1907
and Apareiodon vittatus Garavello, 1977), (ii) species with differentiated sex chromosomes
and without satellite DNA pPh2004 (A. ibitiensis, Apareiodon sp., A. vladii), and (iii) species
with proto sex chromosomes and/or heteromorphic sex chromosome systems and presence of
satellite DNA pPh2004 (A. affinis, P. hilarii, P. moreirai, Parodon nasus Kner, 1859 and
Parodon pongoensis, Allen, 1942) (Schemberger et al., 2011).

Based on these data, the present study aimed at characterizing the species
Apareiodon hasemani Eigenmann, 1916 (from the Sdo Francisco River basin, Brazil) with
respect to chromosome number, morphology, banding, sex system, presence or absence of
certain molecular cytogenetic markers, as well as to establish karyoevolutionary relationships

based in other cytogenetic studies performed in the family Parodontidae.

Materials and Methods

Chromosome studies were carried out in 18 specimens (7 males and 11 females) of

A. hasemani, collected in the main channel of the S&o Francisco River, in Pirapora city, state

of Minas Gerais, Brazil (17°21°17.47” S and 44°57°18.45” W). The analyzed samples were
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deposited in the Nucleo de Pesquisas em Limnologia, Ictiologia e Aquicultura (Nupelia),
Universidade Estadual de Maringa, Brazil, with voucher number NUP11512. Samples were
collected in compliance with the Ethics Committee on Animal Experimentation (Process
CEUA 07/2011) of the Universidade Estadual de Ponta Grossa, Brazil) and with authorization
to collect the biological material (Brazilian Federal license: Ministério do Meio
Ambiente/Instituto  Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Renovaveis
MMA/IBAMA/SISBIO number 10538-1) and the Instituto Estadual de Florestas de Minas
Gerais.

Mitotic chromosomes were obtained from the anterior kidney, according to the
methodology described by Bertollo et al. (1978). The heterochromatin was detected using the
methodology of C-banding (Sumner, 1972). C banded chromosomes were stained with
propidium iodide (50 g mL-1) according to Lui et al. (2009). The nucleolar organizer regions
were detected using the silver nitrate method (Ag-NOR) described by Howell and Black
(1980).

Fluorescence in situ hybridization (FISH) experiments were performed in the
Parodontidae specimens using probes for 18S rDNA (Hatanaka and Galetti Jr, 2004), 5S
rDNA (Martins and Galetti Jr, 1999), pPh2004 satellite DNA (Vicente et al., 2003) and WAp
satellite DNA (Schemberger et al., 2011). The 18S rDNA, 5S rDNA and pPh2004 cloned
probes were labeled with biotin or digoxigenin via PCR, using plasmid vector primers (T7
promoter and M13 reverse). The PCR amplification was done with: 20 ng of template DNA,
1X reaction buffer, 2 mM MgCI2, 40 uM dATP, dGTP and dCTP, 28 M dTTP, 12 uM biotin
16-dUTP, or digoxigenin 11 dUTP (Roche Applied Science), 0.3 uM each primer and 1 U
Taq DNA Polymerase (Invitrogen). The WAp probe was labeled via degenerate
oligonucleotide-primed polymerase chain reaction (DOP-PCR), using 11-dUTP- digoxigenin

(Roche Applied Science). This PCR amplification was done with: 100 ng of template DNA,
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1X reaction buffer, 2 mMMMgCI2, 40 uM dATP, dGTP and dCTP, 28 uM dTTP, 12 uM 11-
dUTP-digoxigenin, 2 M DOP primer, and 1 U Tag DNA polymerase (Invitrogen). The FISH
procedure was performed under high stringency conditions (2.5 ng/ L probe, 50% formamide,
2 X SSC, 10% dextran sulfate) following the methodology described by Pinkel et al. (1986).
The signal was detected using the anti-streptavidin antibody conjugated to Alexa Fluor 488
(Invitrogen) and an anti-digoxigenin antibody conjugated to rhodamine (Roche Applied
Science). The chromosomes were counterstained with DAPI (0.2 g/mL), covered with
Vectashield mounting medium (Vector) and analyzed with the aid of an Olympus BX41
epifluorescence microscope equipped with a DP71 digital image capture system (Olympus).
Chromosomes were identified based on the system proposed by Levan et al. (1964)

and classified as metacentric (m), submetacentric (sm), or subtelocentric (st).

Results

The species A. hasemani showed 2n = 54 meta-submetacentric chromosomes, with a
fundamental number equal to 108 for both sexes (Figure 1). However, a heteromorphism in
size and morphology was observed for chromosome pair 4, restricted to females, which had a
medium-sized submetacentric chromosome (Z) and a large metacentric chromosome (W)
(Figure 1). The C-banding technique revealed centromeric heterochromatin regions in some
chromosomes, as well as interstitial and terminal bands (Figure 1b and 1d). The ZZ pair
showed centromeric and terminal C-bands on both chromosome arms. In all metaphases of
females, the W chromosome had similar centromeric and terminal heterochromatin bands on
the long arm, when compared to the Z chromosome. The heterochromatin segments, however,
occupied almost the entire short arm of the W chromosome, being twice as large as in the Z

chromosome (Figure 1b, d). The nucleolar organizer regions stained with silver (Ag-NORs)
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showed terminal signals on the long arm of one chromosome pair, pair 11, which was
subtelocentric (Figure 2, box), while FISH with 18S rDNA probes showed up to five terminal
signals on the long arm of pairs 11 (larger and more evident marks), 7 and 22 (smaller in
size), and all these signals generally coinciding with GC-rich regions (Figure 2a). FISH with
5S rDNA probes showed only one marked pair, located in the interstitial region of the long
arm of chromosome pair 14 (Figure 2a). Apareiodon hansemani did not show pPh2004
satellite DNA sites (data not shown), but WAp satellite DNA sites were found in the terminal
regions of some chromosomes of the karyotype (Figure 2b). The Z chromosome showed the
satellite DNA WAp in the terminal region of the short and long arms and in the proximal
region of the short arm (Figure 2b). In turn, the W chromosome also showed a WAp

amplification from the proximal region of the short arm (Figure 2b).

Discussion

Karyotype analyses of Apareiodon hasemani (Figure 1) show a diploid number of 54
chromosomes, similarly to other species of Parodontidae, except for the population of A.
affinis from the Upper Parana River basin (Moreira- Filho et al., 1980), which has 2n = 54/55
chromosomes. The chromosome morphology of A. hasemani consists mainly of meta-
submetacentric chromosomes, a characteristic shared with A. affinis (Moreira-Filho et al.,
1980), P. hilarii (Moreira-Filho et al., 1993) and P.moreirai (Centofante et al., 2002). In
addition to meta/submetacentric chromosomes, other species also have subtelocentric
chromosomes (Moreira-Filho et al., 1985; Jesus and Moreira-Filho 2000a, b; Bellafronte et
al., 2005; Vicari et al., 2006; Rosa et al., 2006). Populations of A. affinis from the Lower

Parana and Paraguay River basins showed a structural polymorphism with the presence of
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acrocentric chromosomes, probably caused by pericentric inversions (Jesus et al., 1999; Jorge
and Moreira-Filho, 2000).

The location of the major NORs sites of A. hasemani in the terminal region of the
long arm of a subtelocentric chromosome pair, revealed by silver nitrate staining and the 18S
rDNA probes (Figure 2a, box), is a character shared by other species of the genus Apareiodon
and by P. nasus (Bellafronte et al., 2005; Rosa et al., 2006; Vicari et al., 2006; Bellafronte et
al., 2009, 2011). In populations of A. affinis in the Lower Parand and Paraguay basins,
acrocentric chromosomes originated from pericentric inversions are NOR carriers (Jesus et
al., 1999; Jorge and Moreira-Filho, 2004). Additional sites were also found in A. hasemani, in
a characteristic shared with A. ibitiensis and A. vittatus. Dispersal events may have originated
the additional 18S rDNA sites in these species, since they are found in more than one
chromosome pair (Jesus and Moreira-Filho, 2000a; Bellafronte et al., 2009, 2011, this study).
Considering that NORs are generally associated with terminal heterochromatin, chromosome
rearrangements and transpositions become more likely, which may result in dispersion in the
genome (Moreira Filho et al., 1984).

FISH with 5S rDNA probes in Parodontidae revealed that these cistrons are often
located on the short arm of one of the submetacentric chromosome pairs (Centofante et al.,
2002; Vicari et al., 2006; Bellafronte et al., 2009, 2011) (Figure 2a). Additional sites may,
however, occur in different locations in A. vladii, P. hilarii, P. pongoensis and P. nasus,
which show a case of synteny with the 18S rDNA gene (Vicente et al., 2001; Bellafronte et
al., 2005; Rosa et al., 2006). Apareiodon hasemani and most species of Parodontidae show
only one submetacentric pair carrying 5S rDNA sites; however, the cistron is located in the
subterminal region of the long arm. It is likely that this pattern originated from a pericentric
inversion, since in other Parodontidae species and in the outgroup Anostomidae the 5S rDNA

sites are located on the short arm (Bellafronte et al., 2011). A similar case was observed in the



36

genus Astyanax (Kavalco et al. 2004), where A. intermedius shows all 5S rDNA sites located
on acrocentric chromosomes, while A. guiton has a marked subtelocentric pair besides the
aforementioned acrocentric chromosomes, probably originated by a pericentric inversion.

Apareiodon hasemani shares a ZZ/ZW heteromorphic sex chromosome system with
P. hilarii, P. moreirai, A. vladii, A. ibitiensis and Apareiodon sp. (Bellafronte et al., 2011).
The distribution of constitutive heterochromatin in A. hasemani (Figure 1b,d) is characterized
by centromeric bands in some chromosome pairs, large interstitial and terminal blocks, and
blocks adjacent to the NORs, which have also been found in several other species of
Parodontidae (Moreira-Filho et al., 1984; Jesus and Moreira-Filho 2000a,b; Vicente et al.,
2001, 2003; Centofante et al., 2002; Bellafronte et al., 2005; Rosa et al., 2006; Vicari et al.,
2006). Moreover, the Z sex chromosome exhibited a correspondence of proximal and terminal
bands on short arms with those of other parodontids bearing sex chromosomes (Bellafronte et
al., 2011; Schemberger et al., 2011). Schemberger et al. (2011) inferred that the Z and W
chromosomes of Parodontidae were initially a homologous pair, and that
heterocromatinization through the accumulation of WAp sequences was a decisive step in the
differentiation of the W chromosome.

On the other hand, the terminal heterochromatic block in the long arm of the Z and
W chromosomes of A.hasemani (Figure 2b) led to a size increase of the long arm of these
chromosomes, in relation to other species in the group. Thus, with the increase in the long arm
of the Z chromosome due to this terminal heterochromatin, the heterochromatic
differentiation of the W chromosome in the short arm region did not lead to a sufficient size
increase to exceed the total length of the long arm (Figure 3), a common state observed
among the other parodontid carriers of heteromorphic sex chromosomes. In this proposed
scenario, not only would the W chromosome change in shape and size, but the Z chromosome

would also have increased in size in relation to a possible ancestral condition. This
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mechanism is in agreement with the model for the evolution of heteromorphic sex
chromosomes (Muller, 1964; Charlesworth, 1978; Green, 1990).

During the evolution of the heteromorphic sex chromosomes XY or ZW, there is a
suppression of meiotic recombination between a pair of homomorphic chromosomes
(homologues), which progressively accumulate sex determining genes, followed by structural
chromosomal rearrangements such as deletions, insertions, accumulation of transposable
elements, and expansion of repetitive sequences (Schartl, 2004; Kasahara, 2009; Livernois et
al., 2012). In recent years, repetitive DNA sequences have been widely studied in fishes,
providing important information on the differentiation and evolution of sex chromosomes.
These studies have shown that the differentiation of sex chromosomes is frequently associated
with the accumulation of such DNA sequences on chromosomes (Vicente et al., 2003; Parise-
Maltempi et al., 2007; Machado et al., 2011). FISH with the sequence pPh2004 in A.
hasemani showed that this satellite DNA is not present in the karyotype or in species with
heteromorphic ZW sex chromosomes: A. ibitiensis, Apareiodon sp. and A. vladii (Bellafronte
etal., 2011).

Furthermore, the WAp satellite DNA probe (Schemberger et al., 2011) detected theW
chromosome amplification region of A. hasemani, suggesting that this system is common to
other parodontid carriers of sex chromosomes. In the family Parodontidae, all species studied
so far have positive sites for this marker, suggesting a common origin of this satellite DNA
and therefore of the sex chromosome systems (Schemberger et al., 2011). The simple ZZ/ZW
sex chromosome systems may have originated from a paracentric inversion of aWAp terminal
site to the proximal region of the short arm of a metacentric chromosome pair, with the
subsequent amplification of this sequence leading to differentiation of the W sex chromosome
in most species. Through the use of chromosome markers, Schemberger et al. (2011)

demonstrated the existence of closely related species groups: (i) those without heteromorphic
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sex chromosomes (A. piracicabae and A. vittatus); (ii) those with proto sex chromosomes and
the presence of satellite DNA pPh2004 (P. nasus and P. pongoensis); (iii) those with a
heteromorphic sex chromosome system (A. ibitiensis and A. vladii); (iv) those with a
heteromorphic sex chromosome system and the presence of satellite DNA pPh2004 (P.
moreirai and P. hilarii); and (v) a species with a multiple sex chromosome system and
satellite DNA pPh2004 (A. affinis). Apareiodon hasemani shows chromosomal markers
similar to those found in A. ibitiensis, Apareiodon sp. and A. vladii (Bellafronte et al., 2011,
Schemberger et al., 2011); however, the location of the 5S rDNA can be considered derived in
A. hasemani.

The main Brazilian rivers are separated by barriers that prevent the dispersal of
species and populations, favoring the occurrence of events that cause the isolation of groups
(Weitzman et al., 1988). By such conditions, unique karyotypes and distinct sex chromosomes
systems in fish may have become fixed independently in different species of a genus,
promoting diversification and contributing to the speciation process (Centofante et al., 2001).
Although allopatry may have contributed to the origin of sex chromosome systems, Moreira-
Filho et al. (1985) reported the occurrence of four species of Parodontidae in sympatry and
syntopy, so the different sex chromosomes systems in some species would play an important
role in their isolation. This study found that the repetitive DNA in Parodontidae seemed to
play an important role in the chromosome diversification of the studied species, as in A.
hasemani. Furthermore, A. hasemani presented derived chromosomal regions with respect to

5S rDNA, contributing to the genetic isolation of the population and differentiation of strains.
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Figure 1 - Karyotypes of male and female of the Apareiodon hasemani arranged from
Giemsa-staining (a, c) and C-banding (b, d). Bar = 10 pm.



41

Figure 2 - Chromosomal markers in Apareiodon hasemani (a) representative double-FISH
karyotype, showing five 18S rDNA sites and chromosome pair 14 bearing 5S rDNA sites. (b)
representative the WAp signals. The nucleolar organizer regions revealed by silver nitrate
(Ag-NOR) staining are shown in the insert box. Bar = 10um.
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Figure 3 - Hypothetical derivation of the W chromosome from an ancestral chromosome
similar to the Z chromosome in Apareiodon hasemani.
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4.2 Capitulo Il: Caracterizacdo e construcdo de biblioteca de DNASs repetitivos em

Parodontidae (Actinopterygii; Characiformes): uma abordagem genémica e evolutiva

Resumo

As sequéncias de DNA repetitivo estdo presentes em uma grande fracdo do genoma de
eucariotos e incluem os microssatélites, minissatélites, satélites e elementos transponiveis. E
grande a importancia dos DNASs repetitivos no genoma para o entendimento de regulagéo
génica, diferenciacdo de cromossomos sexuais e evolucdo cariotipica. Na familia
Parodontidae somente os DNAs repetitivos WAp, pPh2004 e rDNAs foram estudados
utilizando a técnica de hibridacéo in situ fluorescente (FISH). Assim, este estudo teve por
objetivo a construcdo de uma biblioteca de DNA repetitivo em Parodontidae. De um total de
40 clones isolados pela técnica de cinética de reassociagdo (Cot-1), 15 apresentaram
identidade com sequéncias de DNAs repetitivos, incluindo DNAs satélites, minissatélites,
microssatélites e elementos transponiveis da Classe | e Il. A FISH detectou sinais de um DNA
satelite e também do elemento Helitron nos cromossomos sexuais, sendo ambos envolvidos
com o processo de diferenciacdo do W. Alguns clones apresentaram sinais dispersos na FISH,
outros ndo foram detectados, enquanto o rDNA 5S foi detectado em um par autossomico. A
provavel fungdo destes DNAs repetitivos foi inferida na degeneracdo molecular do
cromossomo W de Parodontidae. Desta forma, a localizacdo nos cromossomos destes
elementos é de suma importancia para estudos integrativos com sequenciamento do genoma,
além de auxiliarem a um maior entendimento da presenca e fungdo gendmica de DNAS
repetitivos em Parodontidae.

Palavras-chave: Citogenética, cromossomos sexuais, DNA satélite, elementos transponiveis,

Teleostei.
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Introducéo

Sequéncias de DNA repetitivo estdo presentes em grande quantidade nos genomas
dos eucariotos (CHARLESWORTH et al., 1994). Estas sequéncias apresentam multiplas
copias que aparecem em tandem: DNASs satélites, microssatélites e minissatélites; e também
estdo presentes como sequéncias dispersas, ou 0s denominados elementos transponiveis (TES)
(JURKA et al., 2007). Dentro dos TEs ha aqueles que necessitam de um RNA intermediario
para mover-se (Classe 1) e aqueles que se movem diretamente no genoma (Classe I1) (WIKER
etal., 2007).

Os DNAs repetitivos sdo importantes para estrutura e funcdo gendmica
(FESCHOTTE e PRITHAM, 2007; FESCHOTTE, 2008; HERPIN et al., 2010). Os DNAs
satélites, por exemplo, atuam na segregacdo cromossémica no ciclo celular uma vez que
compdem o centrdmero dos cromossomos onde se ligam os microtdbulos (EKWALL et al.,
1997), além disso, ambos os tipos de repeticGes podem atuar no controle da expressdo génica,
no efeito de variegacdo causado pelo DNA satélite (KURENOVA et al., 1998) e na exaptacdo
molecular (FESHOTTE e PRITHAM, 2007). Na exaptagdo molecular ha o recrutamento dos
TEs para a execucdo de novas funcOes gendmicas, onde estes elementos passam a
desempenhar papel de sitios regulatérios (SINZELLEA et al., 2009).

Existem varios métodos utilizados para isolar sequéncias de DNAs repetitivos, dentre
eles a digestdo genébmica por enzima de restricdo € o mais utilizado e; atualmente a cinética de
reassociagdo baseada no Cot-1 DNA e a microdissec¢cdo de cromossomos submetidos ao
bandamento C com subsequente amplificagdo de sequéncias heterocromaticas por
degenerated oligonucleotide primed — polymerase chain reaction (DOP-PCR) também sdo
utilizados (VICARI et al., 2010). A obtencdo, caracterizacdo e mapeamento fisico destes

DNAs tem auxiliado no entendimento dos aspectos evolutivos, organizagdo e diversificacdo
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genémica (ARTONI et al., 2006; SAITO et al., 2007; VICARI et al., 2008; KANTEK et al.,
2009; MACHADO et al., 2011; SCHEMBERGER et al., 2011).

Entre os peixes da familia Parodontidae, que é composta pelos géneros Parodon,
Apareiodon e Saccodon (PAVANELLI, 2003), duas sequéncias de DNAs repetitivos ja foram
isoladas e mapeadas: pPh2004, um DNA satélite obtido por enzima de restricdo (VICENTE et
al., 2003), e WAp obtido a partir da microdisseccdo do cromossomo W submetido ao
bandamento C (SCHEMBERGER et al., 2011). O mapeamento destas sequéncias possibilitou
esclarecer juntamente com dados de DNAr os aspectos relacionados a evolugdo e
diversificacdo cariotipica e dos cromossomos sexuais de Parodontidae (BELLAFRONTE et
al., 2011; SCHEMBERGER et al., 2011).

Em relacdo a dados de citogenética classica de Parodontidae, as espécies analisadas
possuem numero diploide conservado igual a 54 cromossomos, com espécies homomaorficas
em relacdo aos cromossomos sexuais ou heteromorficas com sistemas sexuais do tipo ZZ/ZW
ou ZZ/ZW;W, (SCHEMBERGER et al. 2011). Assim, este estudo objetivou construir uma
biblioteca de DNA repetitivo obtidos pela cinética de reassociacdo Cot-1 e mapeé-los
citogeneticamente para um maior entendimento da dindmica genémica destas sequéncias nos

cariotipos das espécies de Parodontidae.

Material e Métodos

Espécies analisadas e prepara¢des cromossémicas

Para este estudo sete espécies de dois géneros de Parodontidae foram utilizadas:
Apareiodon piracicabae, A. hasemani, Apareiodon sp., A. affinis, Parodon pongoensis, P.
nasus e P hilarii, (Tabela 1). Exemplares destas espécies foram depositados no Museu do

Nucleo de Pesquisa em Limnologia, Ictiologia e Aquicultura da Universidade Estadual de
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Maringa (Brasil). As preparacfes cromossomicas foram obtidas das células do rim anterior
usando o procedimento de “air drying” (BERTOLLO, 1978). Os procedimentos estdo de
acordo com o Comité de Etica no Uso de Animais (Processo CEUA 07/2011) da

Universidade Estadual de Ponta Grossa e legislacédo brasileira vigente.

Construcéo da biblioteca de DNA repetitivo por cinética de reassociacao (Cot-1)

O DNA gendmico da espécie Apareiodon sp. (Rio Verde — PR) foi obtido pelo
método CTAB segundo MURRAY e THOMPSON (1980). A biblioteca genémica contento
DNAs moderadamente e altamente repetitivos foi construida pela técnica da cinética de
reassociacdo Cot-1 DNA segundo ZWICK et al. (1997), com modificacdes (VICARI et al.,
2010). Os fragmentos de DNA obtidos foram utilizados como sondas para hibridacéo in situ
fluorescente (FISH) e inseridos no vetor pMOSblue Blunt ended kit (Amershan Bioscience®),
e clonados nas células competentes DHS5a E.coli. Parte da cultura de bactérias foi

homogeneizada com glicerol e armazenada a - 80 °C.

Sequenciamento e caracterizacao dos fragmentos obtidos

As sequéncias de DNA foram obtidas utilizando o sequenciador automatico ABI-
PRISM Genetic Analyzer. As sequéncias de nucleotideos foram submetidas ao CENSOR
online software (JURKA et al., 2005), RepeatMasker (http://www.repeatmasker.org) e
BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast. cgi) para checagem de similaridades com as
sequéncias de DNA depositadas nestes bancos de dados. As sequéncias também foram
analisadas no programa localizador de repeticio em tandem disponivel em
http://tandem.bu.edu/trf/trf.ntml para encontrar a unidade de repeticdo. As sequéncias seréo

depositadas no banco de dados do Genetic Information Research Institute
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(http://www.girinst.org/) e do GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) por ocasido

de submisséo do artigo.

Hibridacé&o in situ fluorescente (FISH)

A FISH nas espécies de Parodontidae foi realizada utilizando a sonda de todos o0s
fragmentos obtidos pelo Cot-1 (neste estudo denominada de sonda C,t-1 total), as sondas de
cada um dos clones da biblioteca Cot-1 e também a sonda do DNA satelite pPh2004
(VICENTE, et al., 2003). A sonda do C,t-total foi marcada por nick translation com
digoxigenina 11-dUTP (Roche Applied Science) seguindo instrucdes do fabricante, e os
clones da biblioteca Cot-1 e 0 DNA satélite pPh2004 foram marcados como sonda por PCR
utilizando digoxigenina 11-dUTP ou biotina 16-dUTP com os primers do vetor. A PCR foi
realizada contendo 20 ng de molde, 1 x tampé&o da reacdo, 2 mM MgCl,, 40 uM dATP, dGTP
e dCTP, 28 uM dTTP, 12 uM 11-dUTP-digoxigenina (Roche Applied Science), 0.3 uM de
cada primer e 1 U de Tag DNA polimerase (Invitrogen). O programa da reacdo foi:
desnaturacéo inicial por 5 min a 94 °C, 35 ciclos de 94 °C por 45 s, 56 °C por 45 s, e 72 °C
por 1 min e 30 s e extensdo final a 72 °C por 5 min. O procedimento geral da FISH sob alta
condigdo de estringéncia (2,5 ng/uL sonda, 50 % formamida, 2 X SSC, 10 % sulfato dextrano,
37 °C por 16 h) seguiu o procedimento geral descrito por PINKEL et al. (1986). Para a
deteccdo das sondas foram utilizados os anticorpos estreptavidina conjugada com Alexa Fluor
488 (Invitrogen) ou anti-digoxigenina conjugada com rodamina (Roche Applied Science). Os
cromossomos foram contracorados com DAPI (0,2 pg/mL) em meio de montagem
Vectashield (Vector), e analisados no microscopio de epifluorescéncia Olympus BX41
acoplado ao sistema de captura de Imagens DP 71 (Olympus). Os cromossomos foram
organizados em metacéntricos (m), submetacéntricos (sm) e subtelocéntricos (st), dependendo

da razéo de bragos (LEVAN et al., 1964).
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Resultados

DNA repetitivo por Cot-1

Os fragmentos obtidos por Cot-1 possuem tamanhos entre 40 e 400 pb (Figura 1).
Para a checagem da qualidade e padréo de localizacdo dos fragmentos obtidos por Cyt-1, foi
utilizada a sonda C,t-1 total para a hibridizacdo na metafase do cariotipo de P. hilarii. O Cyt-1
total foi localizado nas regides terminais de varios cromossomos do cariotipo (pares 1, 3, 9,
10, 13-Z, 16, 23 26) na regido terminal e proximal do braco curto do cromossomo Z e por

quase todo braco longo do cromossomo W de P. hilarii (Figura 2 a, b).

Caracterizacao da biblioteca Cot-1

Uma biblioteca com 40 clones foi construida e sequenciada. Os resultados do
sequenciamento demonstraram que 21 clones continham inserto. O tamanho deste variou
entre 40 pb a 209 pb (Tabela 2). A maioria das sequéncias obtidas foi de partes de elementos
transponiveis Classe Il (8 clones), 2 clones apresentaram retrotransposons, 5 eram compostos
por DNA repetidos em tandem, 1 com rDNA 5S e 3 clones apresentaram transposons
compostos com duas sequéncias cada. Seis clones ndo apresentaram similaridade com
sequéncias depositadas em nenhum banco de dados utilizados neste estudo. Os elementos

Politron e Tc1-Mariner estdo representados em mais de um clone (Tabela 2).

Mapeamento fisico das sequéncias repetitivas

Entre as sondas utilizadas para a localizagdo cromossomica por FISH, o fragmento
correspondente ao elemento transponivel Helitron foi detectado na regido terminal do braco
longo do cromossomo W das espécies A. ibitiensis e P. hilarii, sendo que a primeira possui

um bloco mais conspicuo (Figura 3a). Por sua vez, o cromossomo sexual Z de P. hilarii
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apresentou sinais positivos para esta sonda na regido terminal e proximal do braco curto
(Figura 3b). A FISH com o clone correspondente ao rDNA 5S foi positivo na regido proximal
do braco curto do par autossémico 11 das espécies A. ibitiensis e P. hilarii (Figura 3c; d).

O clone 4 (DNA satélite) com 62 pb ndo possui similaridade com nenhuma
sequéncia depositada nos bancos de dados gendmicos Entretanto a espécie A. piracicabae
possui sitios mais evidentes deste DNA em regido terminal nos cromossomos 1, 4, 5, 6, 9, 14,
18, 20, 23, 24 e 25. A espécie P. pongoensis possui sitios terminais em Vvarios cromossomos
do caridtipo sendo mais visiveis nos pares 3, 4, 6, 8, 11, 13 (proto cromossomo sexual), 24 e
27. Parodon nasus também possui sinais terminais (com excecao dos pares 3, 5 e 24). Em A.
hasemani além dos sitios terminais (pares 2, 4, 5, 8, 12, 13-Z, 18, 20, 24, 26 e 27) foram
detectados sinais na regido terminal do brago curto do cromossomo W. O mapeamento fisico
desta sonda em P.hilarii foi na regido intersticial no braco longo do cromossomo W e em
regides termianais (evidentes nos pares 1, 6, 9, 11, 13-Z e 24) (Figura 4b, c). Na espécie A.
affinis este DNA repetitivo apresentou sinais na regido proximal do brago curto do
cromossomo Z (Figura 4 d) e nas regides terminais dos cromossomos Wy e W; e também de
cromossomos autossémicos (excecdo dos pares 2, 5, 15 e 23). A sonda pPh2004 foi utilizada
somente para auxiliar a identificacdo correta dos cromossomos, uma vez que ja foi descrita

em outros estudos (VICENTE et al., 2003; BELLAFRONTE et al., 2011).

Discussao

A importancia do DNA repetitivo como componente fundamental para estrutura
cromossOmica, assim como, a sua atuagdo em processos de expressdo génica tém sido
amplamente estudadas (KURENOVA et al., 1998, O'CONNELL e WRIGTH, 1997,

MONOD et al., 2002; HERNANDEZ-HERNANDEZ et al., 2008; BUSSIEK et al., 2009).
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Além disso, a literatura tem relatado sua participagdo em processos de rearranjos
cromossémicos associados com eventos de diversificacdo cariotipica ou diferenciacdo de
cromossomos sexuais (ARTONI et al., 2006; SAITO et al., 2007; VICARI et al., 2008;
MACHADO et al., 2011; SCHEMBERGER et al.,, 2011). Os novos métodos de
sequenciamento gendmico, chamados de “next generation” tem gerado uma grande
quantidade de informacéo propiciando um maior volume de dados de sequéncias de DNA dos
organismos; entretanto hd uma grande dificuldade em organizar a posicdo das sequéncias
repetitivas (METZKER, 2009). Desta forma, inUmeros estudos de obtencdo e mapeamento
fisico de sequéncias repetitivas tém sido realizados para auxiliar na organizacdo de regides
cromossomicas ricas em DNASs repetitivos, especialmente nos cromossomos sexuais
diferenciados (WANG et al., 2011; KAl et al., 2011).

A técnica de Cyt-1 DNA é uma ferramenta til para obtencdo de DNAs altamente e
moderadamente repetitivos como relatado em estudos de FERREIRA e MARTINS (2008) e
ZHANG et al. (2012). Neste estudo DNA repetitivos caracterizados como satélites,
minissatélite, microssatélites, transposons de DNA e retrotransposons foram obtidos. O
mapeamento fisico da sonda do C,t-total mostrou localizagdo nas regides terminais de varios
autossomos, em regido proximal do brago curto do cromossomo Z e por todo o brago longo do
cromossomo W da espécie P. hilarii. Estes dados corroboram o estudo de SCHEMBERGER
et al. (2011) que demonstraram o extensivo acimulo de DNAS repetitivos nos cromossomos
sexuais W de Parodontidae.

As sequéncias de DNAs repetitivos mais abundantes na biblioteca de Cot-1 de
Parodontidae foram as dos elementos transponiveis de DNA. Elementos de repeticdo dispersa,
qguando degenerados nos genomas, sdo conhecidos por fornecer co-op¢do molecular para o
genoma hospedeiro, atuando como novos sitios regulatorios da expressao génica, formar

novos genes, gerar micro RNAs e proteinas envolvidas com a regulagdo pés-transcricional e,
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como sitios para elementos insuladores (FESCHOTTE e PRITHAM, 2007; FESCHOTTE,
2008). Entre as sequéncias repetitivas obtidas neste estudo, os elementos EnSpm1_SB, Dada-
tL_DR, Hat, MuDR, Tc1-Mariner e Politron tiveram localizagéo dispersa e pequeno acumulo
nos cromossomos de Parodontidae (dados ndo mostrados).

Em destaque, entre os TEs encontrados no presente estudo, o elemento MuDr de
arroz é conhecido por dar origem a uma proteina TPase que funciona como regulador
transcricional de sua propria expressao (RAIZADA et al., 2001; HUDSON et al., 2003). J4 0
BEAF-32 de Drosophila é uma proteina insuladora totalmente derivada de um elemento Hat o
qual liga a specialized chromatin structure (scs) aos elementos adjacentes da cromatina e a
conecta a matriz nuclear (PATHAK et al., 2007). Em outra via, MITES séo frequentemente
transcritos e estas miniaturas de transposons possuem sequéncias invertidas palindromes
(TIRs). Essas sequéncias MITES e TIRs produzem alcas de RNA, que em principio, poderiam
ser processadas em siRNA (SIJEN et al., 2003). Deste modo, sdo inimeras as vias que 0s TES
degenerados encontrados no presente estudo poderiam atuar na modificacdo da expresséo
génica em Parodontidae.

As sequéncias parciais dos retrotransposons Gypsy-12 BD-1 e 1-2_Deu foram
identificadas na biblioteca Cot-1 DNA de Parodontidae, entretanto estas mostraram
localizacdo dispersa e em pequeno nimero na FISH (dados ndo mostrados). Esses elementos
de Classe | movem-se no genoma por uma molécula de RNA intermediaria, e também estédo
envolvidos no processo de diversificagdo gendémica por terem essa capacidade de mobilizagéo
(JURKA et al., 2007). Por sua vez, a sequéncia do DNAr 5S evidenciou localizacéo
comparavel ao descrito para as espécies de Parodontidae (BELLAFRONTE, et al. 2011) e ndo

estd envolvida com a diferenciacdo dos cromossomos sexuais.
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O elemento repetitivo composto pelo transposon Helitron evidenciou acumulo de
repeticdes nos cromossomos W e Z e pode estar envolvido como o processo de diferenciacéo
dos cromossomos sexuais e degeneracdo génica do W nesta familia de peixes. O acimulo de
sequéncias de DNAs repetitivos dispersos ja foi descrito em cromossomos sexuais de peixes.
O elemento retrotransponivel REX e o transposon Tcl-Mariner estiveram envolvidos com a
diferenciacdo do cromossomo sexual no peixe Chionodraco hamatus (FERREIRA et al.,
2011). Elementos LTRs (long interspersed nuclear element), SINEs (short interspersed
nuclear element) e MITEs (pequenos elementos ndo autdnomos derivados de transposons de
DNA funcionais) também foram isolados nos cromossomos sexuais de Xiphophorus
maculatus (SCHULTEIS et al., 2005). E importante destacar que o acimulo do elemento
Helitron no cromossomo W, além de promover sua degeneracdo génica, poderia promover
sitios de nucleacédo, insulacdo, gerar sSiRNAs, entre outros.

Analises de mapeamento fisico do DNA repetitivo WAp por SCHEMBERGER, et al.
(2011) em diversas espécies da familia Parodontidae demonstraram uma possivel origem dos
Cromossomos sexuais por um evento de inversdo de sequéncias WAp presentes na regiao
terminal para a regido proximal do braco curto de um par metacéntrico, seguido de acimulo
destas sequéncias na origem do cromossomo W heteromorfico. A analise desta sequéncia em
conjunto com o DNA satélite pPh2004 nos cromossomos de Parodontidae propiciou também
aos autores inferir sobre a origem do sistema de cromossomos sexuais multiplos ZZ/ZW1W,
de A. affinis. No presente estudo, quando analisado o padréo de hibridagédo cromossdmica da
sequéncia do clone 4 (DNA satélite) é possivel inferir que este DNA repetitivo esta envolvido
na inversdo paracéntrica no proto cromossomo sexual que deu origem a diferenciacdo do
cromossomo W por acumulo de sequéncias repetitivas, corroborando os dados de

SCHEMBERGER et al. (2011).
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Deste modo, no nosso estudo foi possivel detectar diferentes classes e tipos de DNAs
repetitivos, sendo que alguns estdo envolvidos com a diferenciagdo dos cromossomos sexuais
de Parodontidae. Além dos DNAs satélites e TES aqui encontrados, outros DNAS repetitivos
devem participar do evento de degeneracdo e erosdo génica do cromossomo W. Estes dados
sdo importantes para a caracterizacdo molecular do cromossomo W de Parodontidae e para
estudos futuros de deteccéo, localizacdo de sequéncias génicas e co-op¢do molecular dos TEs

em genomas de eucariotos.
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Tabela 1: Espécies de Parodontidae, localidade, bacia hidrografica e nimero de espécies estudadas.

Espécie Rio (Estado) Bacia hidrografica  Localizacdo (GPS) N° &4 N°Q
A. piracicabae Rio Piumhi (MG) Séo Francisco -20°31'55" e -46°02'42" 5 3
Apareiodon sp. Rio Verde (PR) Alto Parana -25°04'35" e -50°04'03" 10 15
A. hasemani Rio Sdo Francisco (MG) Séo Francisco -17°21'17" e -44°57°18” 2 2
A. affinis Rio Passa-Cinco (SP) Alto Parana -22°25'26" e -47°41'56" 7 5
P. pongoensis  Rio Taquaralzinho (MT) Araguaia -15°53'28" e -52°14'56" 4 5
P. nasus Rio Paraguai (MT) Paraguai -15°34'40" e -56°09'58" 6 3
P. hilarii Corrego do Porta (MG) Séo Francisco -17°21'17" e -44°57'15" 9 12




Tabela 2: Caracterizacdo e mapeamento cromossdmico dos clones da biblioteca C.t-1 de Parodontidae.

Clone  Tamanho (pb) Caracterizacéo Similaridade Similaridade Similaridade Mapeamento cromossémico (FISH)
Blast (%0) e posicao de Censor (%) e posigédo de RepeatMasquer (%0) e
cobertura ** cobertura *** posicéo de cobertura ****
1 98 Desconhecida Choristoneura - - Sem sinais detectados pelo FISH
fumiferana defective
nucleopolyhedrovirus
complete genome (97%)
gb|AY327402.2|: 4-98 pb
2 127 Desconhecida - - - Sem sinais detectados pelo FISH
3 85 Minissatélite (unidade de - - - Sinais fracos e dispersos
repeticdo: 32 pb)*
4 62 DNA satélite - - - Sitios terminais do W de A. hasemani, posi¢do
intersticial do braco longo do W de P. hilarii e em
regido proximal do cromossomo Z de A.affinis.
Além de sitios terminais de véarios cromossomos
do caridtipo das espécies analisadas
5 58 Desconhecida - - - Sem sinais detectados pelo FISH
6 40 Microssatélite (unidade de Sequéncia do DNA de - Repeticdes simples (100%) Sem sinais detectados pelo FISH
repeticdo: 2 pb)* Zebrafish DNA do clone Danio rerio: 1 - 40 pb,
DKEYP-10C7 no grupo de
ligacéo 5 emb|BX571679.39|
(100%) : 1-40 pb
7 119 Minissatélite - - Repeticdes simples (79%) Sem sinais detectados pelo FISH
(unidade de repetigéo: 16 Danio rerio: 23 -102 pb.
ph)*
8 101 Desconhecida - - - Sem sinais detectados pelo FISH
9 112 Elemento transponivel Sequéncia do DNA de Elemento Helitron de Elemento Helitron de Danio  Sitios terminais no brago longo do cromossomo
Classe Il Zebrafish do clone CH73- Danio rerio (80%): 12- rerio (80%): 12 -111 pb W
66D24 no grupo de ligagdo 25 111 pb
emb|FP102951.7 (88%): 40 -
112 pb
10 59 DNAr 5S ou Elemento Sequéncia do clone TC-B-6 SINE3/5S de Anolis rDNA 5S de Danio rerio Sitio no braco curto do par autossdmico 11
transponivel Classe | gene 5S ribosomal RNA carolinensis (94.8%): 1-58 (94.8%): 1-58 pb

Chanodichthys ilishaeformis pb

ghjJQ317903.1| (98%)): 1 -30
11 209 Minissatélite (unidade de - - - Sem sinais detectados pelo FISH

repeti¢do 61 pb)*
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Desconhecida
Desconhecida

Desconhecida

Elemento transponivel
Classe Il

Elemento transponivel
Classe Il

Elemento transponivel
Classe Il

Elemento transponivel
Classe Il

Elemento transponivel
Classe Il

Elemento transponivel
Classe l el

Elemento transponivel
Classe |

Elemento MuDR de
Arabidopsis lyrata (70%):
7-40 pb

Elemento Politron de
Danio rerio (77%): 7-48
pb; e elemento Tcl-
Mariner de Takifugu
rubripes (77%): 57-160 pb

Elemento Hat de Danio
rerio (70%): 80- 181 pb

Elemento Tc1-Mariner de
Takifugu rupribes (79%):
1-101 pb; e elemento
Dada-tL_DR de Danio
rerio (100%): 122-156 pb

Politron de
Strongylocentrotus
purpuratus (76%): 1-80 pb

Elemento EnSpm1_SB de
Sorghum bicolor (84%): 1-
43 pb; elemento Gypsy-
12_BD-I de Brachypodium
distachyon (76%): 79-146
pb

1-2_Deu de Drosophila
eugracilis (79%): 1-67pb

Repeticdes simples de Danio
rerio (75.6%): 1-63 pb

Repeticéo simples de Danio
rerio (85.3%): 1-30 pb; e
Tcl1-Mariner de Danio rerio
(76%): 57-160 pb

Repeticdo simples de Danio
rerio (86%): 11-59 pb;
repeticdo simples de Danio
rerio (72.3%): 81-181pb

Elemento Tc1-Mariner de
Danio rerio (78.2): 1-101
pb; repetigdo simples de
Danio rerio (100%): 122-
154 pb

Sem sinais detectados pelo FISH
Sem sinais detectados pelo FISH

Sem sinais detectados pelo FISH

Sinais fracos e dispersos

Sinais fracos e dispersos

Sinais fracos e dispersos

Sinais fracos e dispersos

Sinais fracos e dispersos

Sinais fracos e dispersos

Sinais fracos e dispersos

* Sequéncias de DNAs satélites identificadas pelo programa localizacéo de repeticdo em tandem disponivel em http://tandem.bu.edu/trf/trf.html.
** Sequéncias com similaridade com elementos repetitivos presentes no banco de dados http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/

***Sequéncias com similaridade com elementos repetitivos presentes no banco de dados http://www.girinst.org/censor/index.php.

**** Sequéncias com similaridade com elementos repetitivos presentes no banco de dados http://www.repeatmasker.org/
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Figura 1 - Gel de agarose 1 % evidenciando DNA de Apareiodon sp. submetido & cinética de reassociagio e
digestéo enziméatica com S1 nuclease (C,t-1 total). Os tamanhos dos fragmentos gerados foram de 40 pb a 400

pb.
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Figura 2 - Cariétipos de P. hilarii submetidos a FISH com a sonda C,t-1 total. Em (A) cariotipo de macho de P.
hilarii com sitios em regifes terminais de varios cromossomos e na regido pericentromérica do braco curto do
cromossomo Z; em (B) cariétipo de fémea com sitios em regides terminais de varios cromossomos e em quase

todo braco longo do cromossomo W. Escala barra= 5um.
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Figura 3 - Localizacéo dos sitios do elemento tranponivel Helitron - clone 9 (A e B) e DNA 5S - clone 10 (C e
D) por FISH em metéafases de fémeas das espécies Apareiodon sp. (A e C) e P. hilarii (B e D). Foram
evidenciados sitios terminais do Helitron no brago longo dos cromossomos Ws de ambas as espécies e marcagao
proximal e terminal no brago curto do cromossomo Z de P. hilarii. O rDNA 5S esta presente na regido
pericentromérica do par 11 de ambas as espécies analisadas. Escala barra= 5um.
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Figura 4 - Cariotipos submetidos a FISH utilizando a sonda do clone 4 (sinais em vermelho) e do
DNA satélite pPh2004 (sinais em verde). Em A fémea da espécie A. piracicabae; em B fémea da
espécie P. pongoensis; em C fémea da espécie P. nasus; em D fémea da espécie A. hasemani; em E
fémea de P. hilarii; F fémea de A. affinis. Os sitios do clone 4 foram localizados em regides terminais
de varios cromossomos do cariétipo de todas as espécies analisadas, nos cromossomos W de A.
hasemani e P. hilarii e no cromossomo Z de A. affinis. Escala barra= 5um.
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4.3 Capitulo I11: Perda de identidade e exaptacdo molecular do elemento transponivel

Tcl-Mariner em genomas de peixes (Teleostei; Parodontidae)

Resumo

Os elementos transponiveis (TE) possuem a habilidade de mover-se de um local para outro no
genoma de eucariotos, e fazem este processo via um RNA intermediario (retrotransposons) ou
diretamente como DNA (elementos de DNA). Entretanto estas sequéncias sdo predispostas a
altas taxas de mutacdo sendo que a maioria esta presente no genoma como copia degradada,
podendo assim sofrer processos de exaptacdo molecular onde passam a desempenhar novas
funcGes no genoma. Assim, neste estudo foi realizada a caracterizacdo molecular do Tcl-
Mariner, seu mapeamento fisico, anélise de deterioracdo por divergéncia nucleotidica e
verificacdo deste TE como possivel fonte para a origem de sitios de regulacdo génica nos
genomas de peixes da familia Parodontidae. O padrdo de distribuicdo do elemento Tcl-
Mariner nas espécies de Parodontidae foi em regides eucromaticas, com pequenos acumulos
terminais em diferentes espécies de Parodontidae. Em relacdo a analise de expressdo ha
atividade transcricional deste elemento nas gbnadas de macho e fémea. Os resultados também
demonstraram alto indice de deterioracdo deste TE, e por analise de alinhamento verificou-se
alta similaridade com alguns sitios regulatorios (TBPS) presentes no banco de dados do peixe
Danio rerio. Esses dados indicam um provavel recrutamento do Tcl-Mariner para

desempenhar novas func¢des no processo de regulacdo génica no genoma de Parodontidae.

Palavras-chave: citogenética, DNA repetitivo, domesticacdo molecular, sitios regulatorios,

transposon.



67

Introducéo

Os elementos transponiveis (TEs) sdo sequéncias de DNAs repetitivos dispersos
capazes de se moverem no genoma e apresentam alto potencial mutagénico (KIDWELL et al.,
2002). Estes elementos estdo presentes em grande abundéncia nos eucariotos (KIDWELL et
al., 2002; WIKER et al., 2007) por possuirem a habilidade de aumentar sua copia na auséncia
de selecdo. Como defesa de possiveis efeitos prejudiciais de TEs ativos, a evolu¢do molecular
do genoma hospedeiro resultou em mecanismos epigenéticos que suprimem sua atividade
(SLOTKIN et al., 2007). Entretanto estudos tém relatado sua importancia para evolucgéo e
funcéo genébmica (FESHOTTE e PRITHAM, 2007; FESCHOTTE, 2008).

Ha uma grande diversidade dos TEs, os quais sdo classificados de acordo com seu
mecanismo de transposi¢do. Os TEs eucarioticos sao classificados como elementos de Classe
I: os retrotransposons que dependem de um RNA intermediario para se mover; e os de Classe
Il: os transposons de DNA que se movem diretamente no genoma (WIKER et al., 2007).
Ambas as classes existem como elementos autdbnomos e ndo autbnomos. As copias autbnomas
codificam todas as enzimas necessarias para a transposi¢cdo engquanto que as ndo autbnomas
ndo apresentam capacidade codificante e sua mobilizagdo no genoma depende das enzimas
produzidas pelos elementos autbnomos (WIKER et al., 2007).

A grande maioria dos TES nos genomas esta presente como cépias ndo autbnomas
geradas como resultado de um processo de degradacdo, uma vez que quando inativados
acumulam mutacgdes perdendo sua identidade. Assim, o “ciclo de vida” de um TE consiste na
invasdo no genoma hospedeiro, aumento do seu numero de copias, sua inativacdo e
eliminacdo (KIDWELL, 2001). Entretanto os TEs mutados podem comportar-se nos genomas
como “sequéncias neutras” e passar por um processo evolutivo de “domesticacdo molecular”

onde ele perde sua caracteristica de TE e adquire novas funcBes genémicas a favor do
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hospedeiro (SINZELLE et al., 2009). De fato, estudos tem demonstrado sua importancia na
regulacdo génica tanto a nivel transcricional, fornecendo novos sitios de ligacédo a fatores de
transcricdo, como a nivel pos-transcricional editando RNAs ou atuando na traducgéo
(FESCHOTTE, 2008; HERPIN et al., 2010). Além disso, eles podem também ser fontes de
novas combinacgdes para splicing (MARINO-RAMIREZ et al., 2005), e contribuirem para
origem de novos genes e RNAs ndo codificantes (LONG et al., 2003; KAPUSTA et al.,
2013).

Dentro dos elementos de Classe Il, a superfamilia do Tcl — Mariner esta presente em
diversos taxons. Estes elementos sdo caracterizados por possuir um tamanho de cerca de
1000-5000 pb, com repeticdes terminais invertidas (TIRs), dominio catalitico composto por
DDE (aspartato/aspartato/glutamato) ou DDD (aspartato/aspartato/aspartato) e dominio de
ligacdo ao DNA (PLASTERK et al., 1999). Quando estes elementos sofrem degradacédo
intensa eles passam a ser chamados de MITEs (elementos transponiveis miniatura néao
autdbnomos), que sdo pequenos elementos ndo autbnomos com repeti¢cdes invertidas, os quais
estdo presentes em grande nimero nos genomas (FERNANDEZ-MEDINA et al., 2012).

Os estudos com TEs sdo bastante promissores para o entendimento da funcionalidade
genbmica. Na familia Parodontidae, que é um grupo de peixes neotropicais, ha somente a
descricdo qualitativa no que se refere aos DNAS repetitivos relacionando-os com processos de
evolugdo, diversificacdo cariotipica e origem do sistema de cromossomos sexuais
(BELLAFRONTE et al., 2011; SCHEMBERGERER al., 2011). Assim, o objetivo deste
estudo foi realizar a caracterizagdo molecular do Tcl-Mariner, localizd-lo in situ nos
cariotipos de Parodontidae, analisar a deterioragdo deste TE e, verificar estas sequéncias como

possiveis fontes para a origem de sitios de regulacéo génica nos genomas de Parodontidae.
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Material e Métodos

Espécies analisadas, preparagdes cromossémicas e extracdo de DNA.

Nove espécies de dois géneros de Parodontidae foram utilizadas: Apareiodon
piracicabae, A. vittatus, Apareiodon sp., A. vladii, A. affinis, A. hasemani, Parodon hilarii, P.
pongoensis e P. nasus (Tabela 1). As preparacdes cromossémicas foram obtidas das células
do rim anterior usando o procedimento de “air drying” (BERTOLLO et al., 1978), e 0 DNA
gendmico de todas as espécies, sendo um exemplar de cada sexo (Tabela 1), foi obtido pelo

método CTAB segundo MURRAY e THOMPSON (1980).

Reacdo da cadeia polimerase (PCR) e clonagem

A amplificacdo por PCR do elemento Tcl-Mariner foi realizada utilizando apenas
um primer 5’CACTCACCGGCCACTTTATTA 3’, o qual foi desenhado neste estudo a partir
da regido da TIR da sequéncia Tcl-Mariner, da espécie Takifugu rubripes (SMIT, 2002)
(GenBank: AJ620741.1). A PCR foi realizada em uma reacdo de 50 ul contendo 0,4 uM de
primer, 70 ng de DNA genoémico, 0,16 mM de dNTPs, 1x tampdo da reacdo, 2,5 mM de
MgCl; e 1U de Taq polimerase (Biotools). O programa da reacao foi: desnaturacao inicial por
5 min a 94 °C, 35 ciclos de 94 °C por 1 min, 64 °C por 1 min, e 72 °C por 1 mine 30 s e
extensdo final a 72 °C por 5 min. O produto de PCR foi visualizado em gel de agarose 1 %. O
produto da PCR obtido do DNA gendmico das nove espécies de Parodontidae foi purificado
com ExoSAP (GE healthcare), inserido no vetor pTZ57R/T (Kit Fermentas) e clonado nas

células competentes DH5a E.coli.
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Sequenciamento e caracterizacdo molecular do elemento Tc1-Mariner

Os clones positivos foram submetidos ao sequenciamento automatico em
equipamento ABI-PRISM Genetic Analyzer. As sequéncias de nucleotideos foram
submetidas ao CENSOR online software (JURKA et al., 2005), RepeatMasker
(http://www.repeatmasker.org) e BLAST (http://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast. cgi) para
confirmar a identidade com o elemento Tcl-Mariner e por ocasido de submissdo do artigo
serdo depositadas no banco de dados do Genetic Information Research Institute
(http://www.girinst.org/) e do GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). Para o
alinhamento de diferentes regides destas sequéncias foi utilizado o algoritmo MUSCLE
(EDGAR, 2004). A pesquisa de ORFs (Open Reading Frames) e tradu¢cdo em proteina foram
realizadas usando o software Geneious 4.8.5 (DRUMMOND et al., 2009). Para identificacéo
dos dominios proteicos foi empregado o banco de dados Pfam (FINN et al., 2010). O
programa MUST (http://csbl1.bmb.uga.edu/ffzhou/MUST/) foi utilizado para identificacdo de

MITEs (CHEN et al., 2009).

Similaridade entre as sequéncias (Plotcon)

As sequéncias do Tcl-Mariner obtidas de todas as amostras foram analisadas pelo
programa EMBOSS Plotcon (http://emboss.bioinformatics.nl/cgi-bin/emboss/plotcon), o qual
fornece uma representagdo gréafica da similaridade ponto por ponto do alinhamento entre as
sequéncias. Esta analise foi conduzida para diferentes regides do elemento Tcl-Mariner. O
valor de Wsize estipulado para este estudo foi igual a 5. A similaridade de cada posigédo é
tomada como sendo a média de todos 0s possiveis scores aos pares das bases nessa posicao.
Os scores aos pares sdao retirados da matriz de similaridade especificada. A média da
similaridade de posicdo dentro da janela é tragada contra as posi¢des no alinhamento. A

similaridade média é calculada:
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Av.Sim: sum(Mijxwi + Mjixwj)

(Nseg*Wsize)* ((Nseq — 1)*Wsize)

Onde, sum: sobre a coluna*tamanho da janela; w: ponderacdo da sequéncia; M:
tabela de comparacdo da matriz; i, j: em relagdo ao residuo i ou j; Nseq: nimero de sequéncias

no alinhamento; Wsize: tamanho da janela.

Distancia genética e estatistica

Como complementagdo dos resultados do Plotcon, analises quantitativas do nimero
de substituicGes de base por sitio entre as sequéncias foram calculadas usando o MEGA 5.0
(TAMURA et al., 2011). As andlises foram conduzidas utilizando o modelo de Kimura 2-
parametros para diferentes regibes do Tcl-Mariner. A taxa de variacdo entre os sitios foi
modelada com a distribuicdo gamma configurado para parametro 1.

Os valores obtidos das distancias foram entdo submetidos ao programa estatistico
Sistema R (http://www.Rproject.org). Neste estudo foram utilizados testes ndo paramétricos
Krustall-Wallis e ad-hoc Tukey para comparacdo entre diferentes amostras. As diferencas

foram consideradas significativas a um valor de p<0.05.

Cobertura dos TEs em regiGes promotoras génicas

O alinhamento dos TEs com sitios de ligacdo para fator de transcricdo do banco de
dados de Danio rerio foi determinada utilizando o Matlnspector do portal Genomatix
(http://www.genomatix.de/). Somente foram consideradas a sobreposi¢cdo minima de 10 pb e

matriz de similaridade com valores igual ou maior que 0.95.
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Extracdo de RNA e analise de expressao

O RNA total foi extraido de gonadas de macho e fémea da espécie Apareiodon sp.
utilizando o reagente TRIZOL (Invitrogen). O DNA complementar (cDNA) foi obtido pelo
First Strand cDNA Synthesis Kit (GE healthcare), seguindo instru¢cbes do fabricante,
utilizando primers randémicos. A PCR do elemento transponivel Tcl-Mariner foi realizada
utilizando os primers Forward 5° AGAGGTCGGAGGAGAATG 3’ e Reverse 5’
TTCGATGAGCTTGTGCAAAT 3’ desenhados a partir da sequencia de fémea da espécie A.
piracicabae obtida neste estudo. A reacédo foi realizada utilizando 10 ng de cDNA, 0.25 uM
de cada primer, 0.2 mM dNTPs, 1.25 mM de MgCl, e 1U Taqg (Biotools). O programa da
reacao foi: desnaturacdo inicial por 5 min a 94 °C, 35 ciclos de 94 °C por 1 min, 55 °C por 50
s, e 72 °C por 1 min e 30 s e extensdo final a 72 °C por 5 min. O produto de PCR foi

visualizado em gel de agarose 1%.

Hibridacéao in situ fluorescente (FISH)

A FISH nas espécies P. hilarii e A. affinis foi realizado utilizando a sonda do clone
Tcl-Mariner da espécie Apareiodon sp. (sequéncia 3c). A sonda do clone Tcl-Mariner foi
marcada com digoxigenina 11-dUTP por PCR utilizando os primers do vetor. A PCR foi
realizada contendo 20 ng de molde, 1 x tampé&o da reacdo, 2 mM MgCl,, 40 uM dATP, dGTP
e dCTP, 28 uM dTTP, 12 uM 11-dUTP-digoxigenina (Roche Applied Science), 0.3 uM de
cada primer e 1 U de Taq polimerase (Invitrogen). O programa da reagédo foi: desnaturacédo
inicial por 5 min a 94°C, 35 ciclos de 94°C por 45s, 51°C por 45s, e 72°C por 1 min e 30s e
extensdo final a 72°C por 5 min. O procedimento geral da FISH sob alta condicdo de
estringéncia (2,5 ng/uL sonda, 50 % formamida, 2x SSC, 10% sulfato dextrano, 37 °C por 16
h) seguiu o procedimento geral descrito por PINKEL et al. (1986). A detecgéo do sinal foi

realizada com o anticorpo avidina anti digoxigenina rodamina (Roche Applied Science). Os
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cromossomos foram contracorados com DAPI (0,2 ug/ml) em meio de montagem Vectashield
(Vector), e analisados no microscopio de epifluorescéncia Olympus BX41 acoplado ao
sistema de captura de Imagens DP 71 (Olympus). Os cromossomos foram organizados em
metacéntricos (m), submetacéntricos (sm) e subtelocéntricos (st), dependendo da razéo de

bracos (LEVAN et al., 1964).

Resultados

Caracterizacdo molecular do elemento Tcl-Mariner

O produto da PCR gerado pela amplificacdo, utilizando o DNA gendmico como
molde, com primer do Tcl-Mariner resultou em 23 fragmentos de cerca de 1200 pb nas
espécies analisadas, com excecdo de P. hillarii e P. pongoensis em que os 6 fragmentos
gerados foram menores que 600 pb (Tabela 1; Anexo VIII). Os resultados do sequenciamento
demostraram que a andlise destas sequéncias pelo CENSOR e RepeatMasker revelaram alta
similaridade de cerca de 93% e 91.5% com Tcl-Mariner ndo autbnomo das espécies Danio
rerio e Takifugu rubripes respectivamente, com excecdo das sequéncias de P. hilarii e P.
pongoensis que apresentaram valores menores de similaridade devido ao alto nivel de
degradacdo quando comparada com as demais espécies. A identificacdo dos dominios
proteicos pelo Pfam confirmou que os TEs de todas as espécies estudadas sdo ndo autbnomos
com diferentes niveis de mutacao (Figura 1).

As TIRs destes elementos sdo sequéncias curtas de 27 pb com espécies com
tamanhos menores desta regido (Figura 2). A maioria das sequéncias analisadas possuem 0s
dinucleotideos TA localizados no final de ambas as TIRs, além dos sitios adjacentes
compostos por CAna TIR 5" ou TG na TIR 3. As sequéncias com maior deterioracdo nesta

regido foram as das espécies P. pongoensis e P. hilarii (Figura 2).
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A ORF que codifica a enzima transposase (cerca de 346 aminoacidos) contém trés
dominios: homeodomain-like-domain (HLD), helix-turn-helix (HTH) e DDE endonuclease
sendo que ao menos um estava truncado em todas as sequéncias analisadas (Figuras 1 e 3). Os
dominios HLD e HTH foram considerados integros pelo Pfam na maioria das sequéncias,
apesar de muitos deles apresentarem alteracdes na matriz de leitura quando comparados com
o consenso (Figura 3). O motif DDE detectado, sendo que a distancia do segundo D e o E foi
de 33 aminoéacidos (Figura 3). Muitas sequéncias evidenciaram mais de uma ORF devido a
presenca de cddons precoces de parada, entretanto o Pfam identificou dominios nestas ORFs
sendo que na maioria das vezes uma ORF codificava HLD e HTH e outra o DDE
endonuclease. E importante destacar que a primeira ORF das sequéncias 2b, 2e, 2f pode
codificar uma proteina com ambos os dominios de ligacdo ao DNA integros.

Nas sequéncias das especies P. hilarii e P. pongoensis ndo foram encontradas ORFs
validas, e quando submetidas ao MUST todas foram consideradas MITEs com excecdo da

sequéncia 3h, sendo os valores de similaridade maiores que 0.57.

Similaridade e Distancia genética

Para estas analises o elemento Tcl-Mariner foi dividido nas seguintes regides: A -
TIR 5”; B - regido interna sem as TIRs; C- TIR 3’; D- ORFs; E — dominio HLD; F - dominio
HTH; G- dominio DDE endonuclease; H - todas as sequéncias completas. Além disso, foram
também analisadas: I-amostra com as sequéncias completas com baixo nivel de degradacéo,
ndo incluidas as espécies P. hilarii e P. pongoensis e J- amostra contendo somente sequéncias
com alto nivel de degradacdo das espécies P. hilarii e P. pongoensis.

Os resultados de similaridade pelo Plotcon mostraram diversas regifes nas
sequéncias de Tcl-Mariner com muta¢Ges pontuais do tipo insercdes, substituicbes e

delecbes. Na TIR 5” e TIR 3’ hd uma maior divergéncia na regido de reconhecimento pela
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transposase (destacado em vermelho, Figura 4 a, c¢; Anexo IX). No grafico das sequéncias de
Tcl-Mariner completas, ou sem a regido da TIR, ha uma grande divergéncia na regido entre
450 pb e 1150 pb ou 400 e 1100 respectivamente (destacado em vermelho), devido a delec¢des
nesta regido observadas nas sequéncias de P. hilarii e P. pongoensis (Figura 4 b, h e Figura 4;
Anexo 1X), as quais sdo MITEs com exce¢do da sequéncia 3h. O dominio que apresentou
regides (destacadas em vermelho) com elevado indice de divergéncia foi o DDE endonuclease
(Figura 4 g; Anexo IX). As sequéncias com alto nivel de degradacéo evidenciaram menor
similaridade entre elas quando comparadas com as sequéncias menos degradadas (Figura 4 i,
J; Anexo 1X).

Analises em conjunto entre as sequéncias completas de Tcl-Mariner demonstraram
uma ampla diferenca da distancia de Kimura 2-pardmetros (Figura 5 h). Entretanto
comparacOes pontuais entre varias sequéncias de espécies diferentes analisadas duas a duas
mostraram distancia igual a zero. Quando retirada da amostra as sequéncias de P. hilarii e P.
pongoensis com alto nivel de degradacdo a diferenca entre as distdncias diminuem
consideravelmente com poucas variagdes em torno de zero (Figura 5 i). As distancias com
maiores amplitudes foram encontradas para a regido interna (Figura 5 b). As sequéncias de P.
hilarii e P. pongoensis apresentaram altos valores de distancia como demonstrados no gréafico
da figura 5 j, sendo a comparacao entre as sequéncias com baixo nivel de degeneracdo (figura
5i) com diferencas significativas (p<0.05 pelo teste de Kruskall-Wallis e p=0 pelo teste de
Tukey). As TIRs 5’ e 3’ apresentaram pouca divergéncia entre si (Figura 5 a, 5¢).

A regido interna possui uma maior distancia quando comparado com a TIR 5’ e a
TIR 3’ (Figura 5a; 5b; 5c¢), resultado que foi significativo (p<0.05 pelo teste de Kruskall-
Wallis e p=0 pelo teste de Tukey para ambas as comparac¢des). Houve também diferenca
significativa (p<0.05 pelo teste de Kruskall-Wallis e p=0 pelo teste de Tukey) das anélises

entre a regido interna e a ORF (Figura 5b; 5d), também com amplitude de distancia maior
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para a regido interna. A amplitude da divergéncia entre as sequéncias correspondentes ao
dominio HTH foi maior do que a do dominio HLD, apesar de ser somente significativo pelo
teste de Kruskal-Wallis (p<0.05). Diferencas significativas (p<0.05) para este mesmo teste

foram obtidas entre comparagdes do dominio HTH e DDE endonuclease (Figura 5).

Tcl-Mariner como fonte de sitios regulatérios

A sobreposicdo das sequéncias de Tcl-Mariner com sitios regulatorios do banco de
dados de Danio rerio (Matinspector) resultou em 63 hits com matriz de similaridade >0.95 de
fragmentos com no minimo 10 pb. Foram sobrepostos sitios de ligacdo para fator de
transcricdo (TFBS) de varias familias presentes em diversos tecidos conforme descrito na
tabela 2. E importante destacar que 9 TFBSs: Brachyury gene, mesoderm developmental
fator; C-abl DNA binding sites; Cart-1; EVI1-myleoid transforming protein; Fork head
domain factors; Myeloid zinc finger 1 factors; NKX homeodomain factors; Pleomorphic
adenoma gene; TALE homeodomain class recognizing TG motifs possuem score igual a 1 na
matriz de similaridade em pelo menos uma das sequéncias do TE analisado (Figuras 6 e 7,

Tabela 2).

Mapeamento fisico e expressao do elemento tc1-Mariner

O padréo de distribuicdo do elemento Tcl-Mariner nas espécies P. hilarii e A. affinis
foi em regides eucromaticas, com pequenos acumulos terminais em espécies de Parodontidae
(Figura 8). Em relacdo a andlise de expressdo h& atividade transcricional deste elemento,
sendo que os fragmentos gerados pela PCR utilizando como molde RNAs sintetizados nas

gobnadas foi de cerca de 200 pb (Figura 9).
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Discussao

Caracterizacdo molecular do elemento Tc1-Mariner em Parodontidae

Parodontidae é uma familia de peixes com distribuicdo Neotropical utilizada como
modelo para estudo da diferenciacdo cariotipica por apresentar especies sem Cromossomos
sexuais diferenciados, espécies com proto-cromossomos sexuais e espécies com sistemas de
Cromossomos sexuais ZZ/ZW e ZZ/Z\W,W, heteromorficos (SCHEMBERGER et al., 2011).
Entretanto, estudos relacionados com a caracterizacdo molecular de TEs ainda ndo foram
realizados com o grupo de peixes.

Por muitos anos os TEs foram considerados parasitas gendémicos. A mobilidade
destes elementos nos genomas pode produzir uma variedade de efeitos danosos como
inser¢Bes mutagénicas levando a inativacdo ou mudanca no padrdo de expressdo génica, além
de translocacgdes, inversdes ou delecdes cromossdmicas (SINZELLE et al., 2009). A quebra
do paradigma de TEs como sendo somente entidades egoistas ocorreu quando estudos
demostraram que alguns deles podem ser recrutados pelo genoma para executar novas
funcbes celulares, o que é chamado de processo de “domesticacdo”, “co-op¢do” ou
“exaptacdo” molecular. Exemplos destes processos foram relatados com os elementos de
classe Il como o Transib, envolvido com a origem da recombinacdo V[D]J para a diversidade
de imunoglobulinas em vertebrados (KAPITONOV e JURKA, 2005), o Tcl-Mariner
relacionado com a origem do gene STEMAR em primatas e também do sitio regulatorio
PAX6 em metazoarios (FESCHOTTE, 2008) e, elementos Rex e lzanagi que invadiram o
promotor do gene DMY (gene duplicado do Dmrtl) para a determinacdo sexual do peixe
medaka (HERPIN et al., 2010).

O elemento Tcl-Mariner neste estudo foi caracterizado como ndo autdnomo (Figura

1) por possuir na regido terminal das TIRs o dinucleotiodeo TA (Figura 2) na maioria das
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sequéncias analisadas. Este sitio em posicéo terminal é reconhecido pela enzima transposase
no processo de transposicdo (PLASTERK et al., 1999; MUNOZ-LOPEZ e GARCIA-PEREZ,
2010). Além disso, estudos relatam que as transposases parecem reconhecer algumas bases ao
lado da sequéncia de TA por determinar a frequéncia com que a transposicdo em um TA
particular ocorre (KETTING et al., 1997). No presente estudo foi encontrado com frequéncia
os nucleotideos CA na TIR 5> e TG na TIR 3’, semelhante ao detectado na espécie de
Tetraodon nigroviridis, que é taxonomicamente distante de Parodontidae. Por outro lado as
sequéncias consideradas como MITEs ndo apresentaram estes nucleotideos adjacentes,
indicando que elas podem estar ndo ativas.

Os dominios HLD, HTH e o DDE endonuclease foram detectados pelo Pfam na ORF
correspondente a transposase. Contudo, pelo menos um dominio esta truncado nas sequéncias
de Tcl-Mariner de Parodontidae, indicando que sdo transposons ndo auténomos, e alguns
podem n&o estar ativos por possuirem mutacdes do tipo delecdo, transicdo ou transversao no
dinucleotideo TA terminal (Figuras 1 e 2). Os dominios HLD e HTH séo integros na maioria
das sequéncias estudadas, com baixas taxas de mutac6es (grafico Plotcon - Figura 4 e, f), ou
devido a ocorréncia de mutagdes sinbnimas.

A literatura caracteriza a enzima transposase de Tcl-Mariner com a presenca do
dominio HTH necessério para o reconhecimento e ligacdo nas TIRs e o dominio DDD ou
DDE catalitico que é responsavel pela clivagem do DNA, sendo este Gltimo essencial para a
atividade da transposase. A distancia entre 0s dois primeiros Ds sdo variaveis, enquanto que a
distancia entre os dois ultimos s&o constantes (SHAO e TU, 2001). Neste estudo o motif DDE
foi detectado nas sequéncias que apresentaram uma ORF e os trés dominios proteicos (Figura
3). Entretanto, a sequéncia 3e apresentou mutacdo no cdédon correspondente ao segundo D. A
distancia entre o segundo D e o E foi de 33 pb (Figura 3) que é conservada para este elemento

(PLASTERK et al., 1999). Outros dominios da transposase sao descritos na literatura, como o
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HLD, o qual foi encontrado nas espécies de Parodontidae, e também esta envolvido no
processo de ligacdo ao DNA (PLASTERK et al., 1999).

No presente estudo a maioria das sequéncias Tc1-Mariner possuem um tamanho de
1200 pb, com excecdo das sequéncias consideradas MITEs (Tabela 2). As TIRs tiveram
tamanho de cerca 27 pb (Figura 2), e a transposase truncada apresentou 347 a.a. (Figuras 3).
A superfamilia dos TEs Tcl — Mariner possui uma ampla distribuicdo nos eucariotos
(FESCHOTTE PRITHAM, 2007), entretanto a maioria encontrada nos genomas analisados
estd inativa, inclusive no peixe Danio rerio (IZSVFIK et al., 1995). Somente foram
encontrados copias autbnomas nas espécies C. elegans, Drosophila hydei, D. mauritiana,
Fusarium oxyporum, Oryza sativa, Fusarium oxysporum, Messor bouvieri (MUNOZ-LOPEZ,
2010 para revisdo) e Anopheles gambiae (Fernandez-Medina et al., 2012). Em Parodontidae
todas as copias amplificadas foram de sequéncias mutadas (TEs ndo autbnomos), que

dependem de um TE auténomo para se mover no genoma.

Deterioracdo molecular do elemento Tc1-Mariner em Parodontidae

O ciclo de vida dos transposons é 0 processo de nascimento-morte destes elementos.
Novos TEs podem se originar no genoma por transferéncia horizontal (OLIVEIRA et al.,
2012) ou por eventos de mutacdo e recombinagdo de sequéncias no genoma (FINNEGAN,
1985). Apos este evento hd uma répida propagacdo e aumento do nimero de coOpias no
genoma. No caso dos elementos de Classe |1, estes aumentam seu nimero pela transposicdo
durante a replicagdo cromossdmica de uma posicdo que ja tenha sido replicada a outra regido
onde ainda ndo tenha ocorrido este processo, alternativamente eles podem criar uma cépia
extra no sitio doador durante o processo de reparo (WIKER et al., 2007). O passo seguinte é a
deterioracdo, em que ha redugdo crescente da mobilidade do elemento devido ao fato do

acumulo de copias defectivas ou ao seu silenciamento epigenético causado pelo genoma
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hospedeiro (SLOTKIN e MARTIENSSEN, 2007), até serem eliminados ou passarem por
processos de exaptagao.

Em Parodontidae as sequéncias de Tcl-Mariner possuem diferentes niveis de
mutacdo, sendo a espécie P. hilarii que apresenta cromossomos sexuais heteromorficos, com
extensivo acumulo de DNAs repetitivos e P. pongoensis com 0s maiores indices de
deterioracdo. Quando analisadas em conjunto, as espécies de Parodontidae evidenciaram estas
sequéncias com uma ampla diversidade (Figura 5 h) devido ao fato de que os elementos de
Classe Il tendem a incorporar substituicbes nucleotidicas e supressdes internas que estdo
relacionadas com a formagcéo de MITEs (FERNANDES-MEDINA et al., 2012).

Este processo de deterioracdo onde os TEs divergem de sua sequencia original, tanto
na sua estrutura como também na composicdo de nucleotideos, € esperado dentro de um
genoma. Os TEs de diferentes classes e ordens podem incorporar erros de diferentes maneiras
de acordo com o0 seu mecanismo de transposicio (FERNANDES-MEDINA et al., 2012), além
disso, o processo de metilagdo do TEs como mecanismo de defesa do genoma hospedeiro
acelera a sua degradacédo pelo aumento de taxas de mutagdo GC-TA (JOHNSON, 2007). O
elemento Tcl-Mariner em Parodontidae parece acumular um maior nimero de mutagdes do
tipo delecdes na regido entre 450 e 1050 pares de base (Figura 4 h), que é a regido
correspondente aos dominios HTH e DDE, sendo que o DDE contém regifes com maiores
divergéncia quando comparado com os dominios HTH e HLD (Figura 4 g).

As comparagdes da distancia pelo modelo Kimura 2-pardmetros realizadas entre
diferentes regides do elemento Tcl-Mariner indicou que a regido interna possui uma maior
tendéncia a degradacdo quando comparada com as regides das TIRs, além disso, hd uma
maior amplitude de distancia quando comparadas as regido HTH com HLD e DDE, apesar de

ser somente considerada significativa pelo teste de Kruskal-Wallis (Figura 5). As sequéncias
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consideradas como MITEs diferiram entre si com valores altos de distancia quando

comparados com as sequéncias que estdo menos mutadas (Figura 51, j).

Domesticacdo molecular

Como a grande maioria dos TES nos genomas corresponde a copias defeituosas isto
favorece o recrutamento dos TEs para executar novas fungdes no genoma do hospedeiro.
Apesar da insercdo de TEs em regides proximas ou dentro de regides codificantes poderem
causar efeitos deletérios, € esperado que alguns sofram o processo de “domesticacdo” pelo
fato de eles constituirem uma grande proporcdo dentro de um genoma (ABRUSAN et al.,
2013). Deste modo, a incorporacdo dos TEs é visualizada com uma forte influéncia na
trajetdria evolutiva dos genomas hospedeiros (FESCHOTTE e PRITHAM, 2007). InUmeras
vias tem demonstrado que os TEs podem influenciar a regulacdo da expressao génica, tanto
no nivel transcricional com pos-transcricional (FESCHOTTE, 2008 — para uma revisao).

No presente estudo os resultados demonstraram a perda de identidade do Tcl-
Mariner em Parodontidae e a ocorréncia de sequéncias presentes em diferentes espécies com
distancia genética igual a 0 indica um alto nivel de similaridade ou igualdade, mesmo sendo
copias de TEs ndo integras. A alta conservacdo destas sequéncias defeituosas indica que eles
podem ter sofrido exaptacdo no genoma de Parodontidae. Também reforga esta proposta a
ocorréncia do mesmo tipo de mutagdo na regido da TIR de reconhecimento da transposase
entre algumas sequéncias. Assim, é provavel que no inicio da diversificacdo dos Parodontidae
alguns destes elementos originados por um processo de deterioracdo de TEs autdnomos
tivessem sido recrutados para novas fungdes gendmicas. Reforca esta proposta o fato da
localizagdo cromossdémica do Tcl-Mariner ser disperso pelas regides eucromaéticas, com

pequenos acumulos terminais em Parodontidae (Figura 8).
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No que se refere ao processo de exaptacdo de proteinas dos TEs, tanto a sua
atividade como seu dominio podem ser domesticados. No entanto, ha evidéncias que as
transposases sdo mais propensas a este processo, sendo fonte de novas ligacbes ao DNA
(FESCHOTTE e PRITHAM, 2007). Mutagcbes de ponto nas regifes responsaveis por
codificar a transposase podem gerar alteracfes na matriz de leitura e por consequéncia novas
estruturas proteicas. Entretanto estas podem carregar sitios que proporcionam a interacdo com
outras proteinas ou com o DNA gerando alteracdes na resposta de um uma via regulatoria ou
metabolica. As ORFs que correspondem a transposases do Tcl-Mariner em Parodontidae
possuem alta diversidade devido a mutacGes de ponto (Figura 3), indicando que elas podem
estar produzindo proteinas truncadas sem utilidade para 0 genoma, ou estar participando de
outras vias que ndo a da transposicdo. O dominio HLH identificado nas sequéncias de Tcl-
Mariner deste estudo é comumente encontrado em fatores de transcricdo (GEHRING, 1992;
1993), além disso, algumas sequéncias apresentaram uma ORF contendo somente 0s
dominios HLD e HTH considerados integros pelo Pfam (Figura 1). Reforca esta hipdtese o
fato deste elemento ser expresso nos ensaios de expresséo transcricional por PCR com tecido
gonadal neste estudo. E importante destacar que existem muitas proteinas derivadas da
transposase que parecem estar envolvidas no controle do ciclo celular, recombinagéo e outros
aspectos relacionados a dinamica cromossémica (FESCHOTTE e PRITHAM, 2007). Além da
possibilidade de gerar proteinas de ligacdo ao DNA, a constatacdo da transcricdo do elemento
Tcl-Mariner em Parodontidae pode indicar que estes RNAs possam ser recrutados para gerar
siRNAs, conforme ja proposto em outros organismos (FESCHOTTE, 2008).

Em relagdo aos TEs como fontes de sitios de regulagdo, JORDAN et al. (2003)
demonstraram que em humanos cerca de 25% de promotores sdo caracterizados por conter
sequéncias de TEs derivadas, além disso, um quarto dos sitios hipersensiveis a DNase |

identificado nas células T CD4" possuem sobreposicdo com TEs, sugerindo que estes sio
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fontes de sequéncias cis-regulatorias (FESCHOTTE, 2008 para revisdo). A alta similaridade
das cépias ndo autdbnomas de Tcl-Mariner de Parodontidae com sitios de fator de transcrigdo
indicam que eles séo fontes ricas para regulacdo génica dependendo do local onde estéo
inseridos, sendo que algumas sobreposicfes apresentaram alta matriz de similaridade com
valor igual a 1 (Tabela 2). Além disso, sob o aspecto do banco de dados de Danio rerio,
provavelmente muitos TFBSs podem ter sido originadas de TES, por apresentarem
similaridade total ou parcial com o Tcl-Mariner de Parodontidae. Como alguns destes
elementos ndo sdo altamente conservados, a insercdo destes elementos no DNA pode
contribuir para o estabelecimento de diferentes rotas de expressdo génica. Assim, o acumulo
de TEs em decomposicao fornece matéria prima de onde as sequéncias cis-regulatdrias podem
emergir como resultado de eventos evolutivos causados por mutacdes de ponto nestes
elementos (ZHOU et al., 2002).

A distribuicdo destes sitios regulatorios ocorreu em grande abundancia por todas as
regides das sequéncias de Tcl-Mariner de Parodontidae (Figuras 6 e 7). Ha evidéncias de que
os TEs tendem a se agrupar proximos a genes do desenvolvimento (LOWE et al., 2007).
Neste estudo 15 dos 63 sitios de ligacdo para fatores de transposicdo que estdo presentes em
estruturas embrionarias tiveram alta similaridade com o Tcl-Mariner (Tabela 2), os quais
foram: Activator/repressor binding to transcription initiation site; Bicoid-like homeodomain
transcription factors; Cart-1 (cartilage homeoprotein 1); GATA binding factors; Grainyhead-
like transcription factors; Homeobox transcription factors; HOX - PBX complexes; Human
acute myelogenous leukemia factors; Krueppel like transcription factors; Microphthalmia
transcription factor; Motif composed of binding sites for pluripotency or stem cell factors;
Myoblast determining factors; NeuroD, Beta2, HLH domain; NKX homeodomain factors; e

Nuclear factor 1.
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Em conclusao, a caracterizacdo dos TES é uma nova perspectiva para o entendimento
da composicéo e diversificacdo de sitios de fatores de transcricdo e de proteinas de ligacdo ao
DNA em Parodontidae. E importante destacar que os genomas dos eucariotos sio complexos
no que diz respeito a redes regulatorias, assim os TEs sdo fundamentais para o entendimento
da sua origem, evolucéo e funcionamento, uma vez que sdo entidades de grande abundancia e

com ampla diversidade genémica.
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Tabela 1: Espécies da familia Parodontidae, localidade, bacia hidrografica; nome da sequencia Tcl-Mariner
obtida de cada clone (a letra corresponde a espécie e 0s nlimeros sdo as sequencias obtidas) e tamanho de cada
sequéncia obtida por resultado de sequenciamento.

Espécie Sexo N° de exemplares Rio (Estado) Bacia hidrogréafica Localizagdo (GPS)  Nome sequencia (Tcl- Tamanho
Mariner) (pb)
A. piracicabae  Macho 1 Rio Piumhi (MG) Sdo Francisco -20°31'55" e la 1218
-46°02'42"
A. piracicabae  Fémea 1 Rio Piumhi (MG) Sédo Francisco -20°31'65" e 2a; 3a 1222; 1221
-46°02'42"
A. vittatus Macho 1 Rio Jord&o (PR) Iguacu -25°42'31" e 1b; 2b 1221, 1221
-51°53'53"
A. vittatus Fémea 1 Rio Jordéo (PR) Iguacu -25°42'31" e 3b; 4b 1221; 1215
-51°53'53"
Apareiodon sp. Macho 1 Rio Verde (PR) Alto Parana -25°04'35" e 1c; 2¢ 1218; 1221
-50°04'03"
Apareiodon sp. Fémea 1 Rio Verde (PR) Alto Parana -25°04'35" e 3c; 4c 1221; 1222
-50°04'03"
A. vladii Fémea 1 Rio Piquiri (PR) Alto Parana -25°01'40" e 1d; 2d 1218; 1233
-52°27'32"
A. hasemani Macho 1 Rio Séo Francisco Séo Francisco -17°21'17" e le; 2e 1221; 1221
(MG) -44°57°18”
A. hasemani Fémea 1 Rio Séo Francisco Sdo Francisco -17°21'17" e 3e 1221
(MG) -44°57°18”
A. affinis Macho 1 Rio Passa-Cinco Alto Parana -22°25'26" e 1f; 2f 1229; 1221
(SP) -47°41'56"
A. affinis Fémea 1 Rio Passa-Cinco Alto Parana -22°25'26" e 3f 1221
(SP) -47°41'56"
P. nasus Macho 1 Rio Paraguai (MT) Paraguai -15°34'40" e 19; 29 1221; 1220
-56°09'58"
P. nasus Fémea 1 Rio Paraguai (MT) Paraguai -15°34'40" e 30; 49 1221; 1221
-56°09'58"
P. hilarii Macho 1 Corrego do Porta Sédo Francisco -17°21'17" e 1h; 2h 554; 476
(MG) -44°57'15"
P. hilarii Fémea 1 Cérrego do Porta Sdo Francisco -17°21'17" e 3h; 4h 538; 233
(MG) -44°57'15"
P. pongoensis  Fémea 1 Rio Taquaralzinho Araguaia -15°53'28" e 1i; 2i 456; 456

(MT) -52°14'56"
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Tabela2: Sitios de ligagao de fator de transcrigdo (TFBS) sobrepostos nas sequencias de Tc1-Mariner de Parodontidae, sendo considerados valores de matriz de similaridade > 0.95 ¢
tamanho do TFBS > 10 pb (dados obtidos pelo Matinspector).

Tamanho do TFBS no TE

Sequencias dos TE com

TFBS /Banco de dados Danio rerio — Matinspector Tecido * (pb) Matriz de similaridade TFBS**
1 Abdominal-B type homeodomain transcription factors 5; 27; 44; 12; 36; 41, 32; 31; 42 16 0.95-0.97 todas
2 Activator/repressor binding to transcription initiation site 12 22 0.95-0.99 menos 2h e 3h
3 AP1, Activating protein 1 4; 8; 10; 25; 35; 37; 38; 39 12 0.95-0.96 menos 1d; 2g; 1h-4h; 1i-2i
4 AP4 and related proteins - 16 0.96 1h
5 Bicoid-like homeodomain transcription factors 8; 9; 10; 12; 16; 25; 26; 33; 35; 38; 39 16 0.96-0.97 menos seqs 1h; 4h;1i; 2i
6 Brachyury gene, mesoderm developmental factor*** 7;9; 8;12; 16; 23; 27; 33; 35; 37; 39 22 1.00 2i
7 C245; zinc finger transcription factors 6 7; 15; 18; 19; 37 12 0.95 2he 3h
8 C-abl DNA binding sites*** 7; 11, 36; 37 10 1.00 2he3h
9 Calcium-response elements - 10 0.96 menos 1h-4h e 1i-2i
10 Calsenilin, presenilin binding protein, EF hand transcription factor  1; 8; 9; 21; 23; 25; 33; 39; 38; 42 10 0.95 1h-3h
11 cAMP-responsive element binding proteins 1; 8; 10; 35; 38; 39; 42 20 0.95-0.96 menos 1h-4h e 1i-2i
12 Cart-1 (cartilage homeoprotein 1)*** 8; 12; 27; 33; 34; 35; 39; 41; 44 20 1.00 1i-2i
13 CCAAT binding factors 46 14 0.96 -0.99 menos 4h
14 Ccaat/Enhancer Binding Protein 2;5;13; 14; 34; 36; 37; 43; 44 14 0.95-0.97 menos 1h; 3h; 4h
15 Cell cycle regulators: Cell cycle homology element - 12 0.98 menos 1h-4h; 1i-2i
16 Cellular and viral myb-like transcriptional regulators 5; 7; 18; 19; 36; 37 14 0.95-0.99 menos 4h
17 CLOX and CLOX homology (CDP) factors - 18 0.95-0.97 menos 4h
18 E-box binding factors 46 16 0.98-0.99 2he 3h
19 EVI1-myleoid transforming protein*** 5; 7; 8; 12; 15; 18; 19; 25; 36; 37; 38; 39; 43; 44 16 0.99-1.00 menos 1h-4h; 1i-2i
20 Fork head domain factors*** 14; 15; 17; 18; 19; 20; 23; 26; 28; 29; 31, 34; 35; 37, 38; 39; 42; 45 16 1.00 menos 6; 4h; 1i-2i
21 GATA binding factors 5; 7, 11; 12; 18; 19; 21, 23; 27; 33; 36; 37; 44 12 0.95-0.98 menos 1h; 4h
22 Grainyhead-like transcription factors 12 12 0.95 menos 2¢; 3e ; 1h-4h; 1i-2i
23 Heat shock factors 46 24 0.96 menos 1h-4h; 1i-2i
24 Homeobox transcription factors 8; 12; 20; 23; 25; 26; 33; 34; 38; 39 18 0.95 menos 4b; 4h; 1h-2i
25 HOX - PBX complexes 5; 8; 12; 15; 27; 32; 36; 37, 38; 40; 39; 42; 44 16 0.96-0.98 2h; 1i-2i
26 Human acute myelogenous leukemia factors 3;5;12; 27; 36; 44 14 0.95 menos 1h-4h
27 Human and murine ETS1 factors 1; 2; 5; 6; 7; 13; 18; 19; 20; 22; 31; 35; 36; 37; 38; 39; 40; 42; 45 20 0.96-0.98 menos 1h-4h; 1i-2i
28 Hypoxia inducible factor, bHLH/PAS protein family 8; 10; 33; 35; 38; 39 16 0.95-0.98 menos 3f; 1h; 4h; 1i-2i
29 Ikaros zinc finger Family 5; 6; 7; 15; 18; 19; 36; 37 12 0.98-0.99 3c; 2d; 2h; 3h
30 Krueppel like transcription factors 5;7; 11; 12; 14; 34; 36 16 0.95-0.98 menos 1h-4h; 1i-2i
31 LEF1/TCF 17; 29; 34; 35; 43; 44 16 0.96-0.97 menos 2h-4h; 1i-2i
32 MAF and AP1 related factors 5; 6; 7; 14; 17; 25; 26; 29; 30; 34, 35; 36; 37; 38 20 0.97-0.99 menos 1h; 4h
33 Microphthalmia transcription fator 2; 6; 12; 26; 32; 37; 41, 42 14 0.95-0.96 3c; 2d; 1h; 2h; 1i-2i
Motif composed of binding sites for pluripotency or stem cell
34 factors 2;6;12; 32; 41; 42 18 0.97 3a; 2e
35 Mouse Krueppel like fator - 20 0.98-0.99 menos 1h-4h; 1i-2i
36 Myc-interacting Zn finger protein 1 - 10 0.99 1i-2i
37 Myeloid zinc finger 1 factors*** 2;5;7;18; 36; 37 10 0.99-1.00 menos 1h-4h
38 Myoblast determining factors 1;6;7;12; 15; 18; 19; 23; 37; 42 16 0.96 -0.97 menos 2h-4h; 1i-2i
39 MYT1 C25C zinc finger protein 24; 25; 38; 39 12 1.00 4h
40 NeuroD, Beta2, HLH domain 6; 7; 8; 12; 15; 17; 18; 19; 20; 24; 25; 26; 29; 34, 35; 37, 38; 39; 40 12 0.95-0.98 menos 2h;3h; 1i-2i
41 NKX homeodomain factors*** 12; 17; 20; 21; 23; 27; 29; 31; 33; 34; 35; 38; 39; 40; 42; 44 18 0.97-1.00 menos 3h
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Nuclear factor kappa B/c-rel

Nuclear factor of activated T-cells

PAX-2/5/8 binding sites

PAX-3 binding sites

Pleomorphic adenoma gene***
Retinoblastoma-binding proteins with demethylase activity
Signal transducer and activator of transcription

Sine oculis (SIX) homeodomain factors
SOX/SRY-sex/testis determinig and related HMG box factors
Sterol regulatory element binding proteins

SWI/SNF related nucleophosphoproteins

TALE homeodomain class recognizing TG motifs***
TEA/ATTS DNA binding domain factors

Twist subfamily of class B bHLH transcription factors
Vertebrate caudal related homeodomain protein
Vertebrate homologues of enhancer of split complex
Vertebrate SMAD family of transcription factors
Vertebrate steroidogenic fator

Winged helix binding sites

Y-box binding transcription factors

Zinc finger protein ZNF35
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2 14; 34, 38, 39
18; 36; 37
9; 33; 37

1
18; 19; 32; 35; 36; 37, 42

4;
;13;
; 18;
;12;

w~N©o -~

; 12; 34; 35; 38; 39

; 75 13; 18; 19; 36; 37

2; 16; 23; 26; 32; 35; 38; 39; 42

2,17, 24, 27, 29; 34, 35; 38; 42; 44, 45

; 34, 43; 44

5 36; 38; 39

23; 33; 39

5; 38; 39; 42; 45
8; 19; 25; 26; 37; 38; 41
5; 42; 45

ro®
W W

5 18; 19; 21; 23; 27, 33, 36; 37, 41, 44

0.96-0.98
0.95
0.98
0.96
0.99
1.00
0.97
0.95
0.95-0.98
0.97-0.99
0.96
0.97-0.98
1.00
0.97-0.99
0.95-0.99
0.98-0.99
0.96-0.97
0.99
0.95-0.96
0.95-0.97
0.95
0.98
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menos 1h-4h; 1i-2i
2h; 3h

2h

1i-2i

menos 1h-4h; 1i-2i
menos 2¢; 1h-4h; 1i-2i
menos 1h-4h; 1i-2i

3h

menos 2h-4h; 1i-2i
menos 2e; 2h-4h

3h

3a; 2e; 2h; 1i-2i
menos 2a; 2h-4h
menos 1h; 1i-2i
menos 4h; 1i-2i
1h-3h; 1i-2i

2h; 3h

menos 2f; 1h; 3h; 4h; 1i-2i
1a; 4b; 1e; 1f; 4h
menos 1h-4h; 1i-2i
4b; 4h; 1i-2i

menos 2a; 2b; 1h -4h; 1i-2i

* NUmeros correspondentes aos tecidos onde estdo presentes os sitios de fatores de transcrigdo: 1- células germinativas; 2- células miel6ides; 3-cartilagem; 4-células apresentadoras de antigenos; 5-células da medula dssea; 6-células
produtoras de anticorpos; 7- células sanguineas; 8-cérebro; 9-coracdo; 10-epifise; 11-eritrocitos; 12- estruturas embriondrias; 13-fagécitos; 14-figado; 15-glandula timo; 16- hipofise; 17-ilhotas de Langerhans; 18-leucécitos; 19-linfécitos; 20-
medula espinhal; 21-miocardio; 22-mondcitos; 23-musculos; 24-neuroglia; 25-neurdnios; 26-olhos; 27-0ssos; 28-ovario; 29-pancreas; 30-plaquetas; 31-prostata; 32-rim; 33-sistema cardiovascular; 34-sistema digestivo; 35-sistema

endécrino; 36-

46-todos tecidos.
** Nome de sequéncias de Tc1-Mariner de Parodontidae conforme tabela 1
*** TEBSs com matriz de similaridade igual a 1.

sistema hematopoiético; 37-sistema imune; 38-sistema nervoso; 39-sistema nervoso central; 40-sistema respiratorio; 41-sistema tegumentar; 42-sistema urogenital; 43-tecido adiposo; 44-tecido conjuntivo; 45-testiculo;
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Figura 1 - Caracterizagcdo molecular das sequéncias do elemento Tc1-Mariner das espécies de Parodontidae. As
setas em vermelho sdo as regides das TIRs; em amarelo o dominio homeiodomain-like-domain (HLD); em azul
dominio helix-turn-helix (HTH); em verde DDE endonuclease (DDE). As sequéncias foram traduzidas em
proteinas e as andlises de similaridade foram realizadas utilizando o banco de dados do Pfam que identifica
dominios proteicos e 0s caracteriza como integro ou truncado. Os resultados demonstraram que pelo menos um
dominio esta truncado nas sequéncias obtidas, sendo que as sequéncias 1h- 4 e 1i-2i ndo apresentam dominios.
Figura gerada pelo software Geneious 4.8.5 (DRUMMOND et al., 2009).
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TIR 5’ TIR 3°

12 CACTCACCGGCCACTTTA CTAATAAAGTGGCCGGTGAGTG
GTGAGTGGCCGGTGAAAT GATTATTTCACCGGCCACTCAC

2a CACTCACCGGCCACTTTA CQTAIATAAAGTGGCCGGTGAGTG
GTGAGTGGCCGGTGAAAT GATTATTTCACCGGCCACTCAC

32 CACTCACCGGCCACTTTA CQTAATAAAGTGGCCGGTGAGTG
GTGAGTGGCCGGTGAAATARAT GATTATTTCACCGGCCACTCAC

i CACTCACCGGCCACTTTA CTAIATAAAGTGGCCGGTGAGTG
GTGAGTGGCCGGTGAAATAIA GATTATTTCACCGGCCACTCAC

2 CGACTCACCGGCCACTTTA CQTAIATAAAGTGGCCGGTGAGTG
GTGAGTGGCCGGTGAAATAA GATTATTTCACCGGCCACTCAC

3p CACTCACCGGCCACTTTA CTAIATAAAGTGGCCGGTGAGTG
GTGAGTGGCCGGTGAAATA GATTATTTCACCGGCCACTCAC

4 CACTCACCGGCCACTTTA CQTAATAAAGTGGCCGGTGAGTG
GTGAGTGGCCGGTGAAAT GATTATTTCACCGGCCACTCAC

1c CACTCACCGGCCACTTTA CTAIATAAAGTGGCCGGTGAGTG
GTGAGTGGCCGGTGAAATA GATITATTTCACCGGCCACTCAC

2 CACTCACCGGCCACTTTA CTAATAAAGTGGCCGGTGAGTG
GTGAGTGGCCGGTGAAATA GATTATTTCACCGGCCACTCAC

3c CACTCACCGGCCACTTTA QTAATAAAGTGGCCGGTGAGTG
GTGAGTGGCCGGTGAAATA GATITATTTCACCGGCCACTCAC

4c CACTCACCGGCCACTTTA QTAATAAAGTGGCCGGTGAGTG
GTGAGTGGCCGGTGAAATA GATTATTTCACCGGCCACTCAC

14 CACTCACCGGCCACTTTA QTAATAAAGTGGCCGGTGAGTG
GTGAGTGGCCGGTGAAATA GATTATTTCACCGGCCACTCAC

24 CACTCACCGGCCACTTTA QTAATAAAGTGGCCGGTGAGTG
GTGAGTGGCCGGTGAAATA GATTATTTCACCGGCCACTCAC

1e CACTCACCGGCCACTTTA CQTAATAAAGTGGCCGGTGAGTG
GTGAGTGGCCGGTGAAAT GATTATTTCACCGGCCACTCAC

2¢ CACTCACCGGCCACTTTA CQTAATAAAGTGGCCGGTGAGTG
GTGAGTGGCCGGTGAAATA GATTATTTCACCGGCCACTCAC

3¢ CACTCACCGGCCACTTTA CTAATAAAGTGGCCGGTGAGTG
GTGAGTGGCCGGTGAAATAA GATTATTTCACCGGCCACTCAC

1if CACTCACCGGCCACTTTA CQTAATAAAGTGGCCGGTGAGTG
GTGAGTGGCCGGTGAAATAAT) GATTATTTCACCGGCCACTCAC

2 CACTCACCGGCCACTTTA CQTAIATAAAGTGGCCGGTGAGTG
GTGAGTGGCCGGTGAAATAA GATITATTTCACCGGCCACTCAC

s+ CACTCACCGGCCACTTTA CTAATAAAGTGGCCGGTGAGTG
GTGAGTGGCCGGTGAAATAAT) GATITATTTCACCGGCCACTCAC

1g CACTCACCGGCCACTTTA CTAATAAAGTGGCCGGTGAGTG
GTGAGTGGCCGGTGAAATARR GATTATTTCACCGGCCACTCAC

2¢ CACTCACCGGCCACTTTA CTAATAAAGTGGCCGGTGAGTG
GTGAGTGGCCGGTGAAAT GATTATTTCACCGGCCACTCAC

3g CACTCACCGGCCACTTTA CTAATAAAGTGGCCGGTGAGTG
GTGAGTGGCCGGTGAAAT GATTATTTCACCGGCCACTCAC

4g CACTCACCGGCCACTTTA CTAATAAAGTGGCCGGTGAGTG
2 GTGAGTGGCCGGTGAAAT GATTATTTCACCGGCCACTCAC
th CACTCACCGGCCACTTTA . CQTAATAAAGTGGCCGGTGAGTG
GTGAGTGGCCGGTGAAAT - GATTATTTCACCGGCCACTCAC

2h CACTCACCGGCCACTTTA - CTAATAAAGTGGCCGGTGAGTG
GTGAGTGGCCGGTGAAAT - GATTATTTCACCGGCCACTCAC

sn CACTCACCGGCCACTTTA = CQTAATAAAGTGGCCGGTGAGTG
GTGAGTGGCCGGTGAAAT = GATTATTTCACCGGCCACTCAC

4an CACTCACCGGCCACTTTA - CQTAATAAAGTGGCCGGTGAGTG
GTGAGTGGCCGGTGAAAT - GATTATTTCACCGGCCACTCAC

1i CACTCACCGGCCACTTTA - QTAATAAAGTGGCCGGTGAGTG
GTGAGTGGCCGGTGAAAT = GATTATTTCACCGGCCACTCAC

2i CACTCACCGGCCACTTTA - QTAATAAAGTGGCCGGTGAGTG
GTGAGTGGCCGGTGAAAT i GATITATTTCACCGGCCACTCAC

Figura 2 - Regido da TIR 5’ e TIR 3’ identificados nas sequéncias Tc1l-Mariner de Parodontidae. Em cinza
destacando a regido do dinucleotideo TA com a maioria das sequéncias apresentando CA (TIR 5°) ou TG (TIR
3’) adjacentes. Em preto destacando mutacfes nesta regido. Em vermelho destacando o TA na regido final das
TIRs, e em azul indicando regido TA mais interna. As sequéncias 3c e 2d possuem 0 mesmo tipo de mutagéo
para esta regido e todas as sequéncias 1h-4h e 1i-2i possuem mutagGes nos nucleotideos adjacentes ao TA.



90

DNA

igacfo ao

A)L

80

10

MGKKGDLSAFERGMVVGARRAGLSISKTAﬁLLGFSRTTISRVYREWSEKEKTSSERQFCG

Consensus
Identity

LLLVLLUVLLLLLVLLLY
DLV LLDDUDD
P Py Py g g B Py P B Py P e o g Py
[elelolsleslolelelslols lole o}
o 0 o 0 o (o O 0 O 0 0 0 G o
HEANAAAEEAEEARRRR
NNNNARNANNNNNANAND
0200 0 B0 LD BN KA B D B ED D LA N K
TTTTBTTTTTTTTTT
B G P B i i G BN B B B B b g
[cafeafesfeafeafcajcayeafeajiafiafageajcafca)
MG B el b il S B B B B el b el
BB B E EEE EEEEEEEE
NNNNNNNNNNNNNANN
EEEEEEEEEEEEEEE
[cafcsfcsfeafcafeafeayeaeafeafiafageafcafca)
0 O 0 [ O 0 O O G G O (G
D B B B Bt D Bt D B B D B B D
ettt ot
G 0 0 0 06 A 04 £ 0 ) 0 G o 1
nnununnnnunnneaN
HHHHHHHHHHHHHHH
HHHHHHEEHEHEHHEHEHEE
HHEHHHEHEEEEHEHEHEHEE
o o ol e o (@) e ol ) e il
nunununnnnnnnuan
Py Py Py ey Fg P P Fg Py Py e g oy P
LLLYLUVVLLOLVLVLVLVLULY
Haaaaaadadaaaa4aa
HEAAAd 33343
[a]a]ajalalalalalajaja)a)a]a]al
L L e R T R R T R R R R R R
BHHHHHHEEHEHEHHEHEHEE
G G B b i i G B B G B b i g
MW NN N NN NAND
HHHHHHHHHHHHHHH
NNNNNNNNNNNNNND
HAadAdAAd3 9 Ada334
LLLVVVLLVLVLLVLLUVLY

AFERGMVVGH
AFERGMVVGA
AFERGMVVGA
AFERGMVVGA
AFERGMVVGA
AFERGMVVGA
AFERGMVVGA
AFERGMVVGA
AFERGMVVGA
AFERGMVVGA
AFERGMVVGA

VVGA

SAFERGMVVGA
AFERGM

S
s
S
S
S
s
5
5
S
S
)
S

G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G

B 3 b el b b ) 3G B el b )
B G g e B e G G e e
LLLLLLLLLLLY
ZEEEEEEEEEERE

MGKKGDLSAFERGMVVGA
MGKKGDLSAFERGMVVGA

MGKK

9% 100 110 120 130 140 150

80

70

Consensus GRKCLVDARGRRRMARQVRADRKATVTQIATRYNQGRQKSISERTVRRTLROQMGYSSRRPHRVPLLSAKNRKLRLQFAQAHRNWTIEDWKN

Identity

80

BEEEEREZEEEEREE2ZEZEA
3 o Bl i i i i G A
EEEEEEEEEEEEEEE
[=la]alalalajalalalala]alala]s)
] ] ] ] ) e ] e e D
B
BHEHEHEHEHEHEHEBHBREREEHEE
EEEEEEEEEEEEEEE

P 1
000000000000 000
0 0 o 0 O G 06 [ G 0 O Y [ A
e e
ooononfooonannn
EEbELbEEEEREEEE
HaEAAAAAAaAAAAaa
[SISTS1SISTS1S1STS 13181 ST ST STSY
Ejriviviviviviviviviviviviviv
B P G G A R G G G G R
[CICICICICITITITICICITIEITITIT]

B) Catalise

150
i

Consensus NVAWSDESRFLLRHSDGRVRIWRQQOHESMDPSCLVS TVQAGGGGVMVWGIFSWHSLGPLVPIEHRCNATSYLS IVADHVHPFMTTMYPTSDGYFQQDNAPC

Identity

2?0

240
|

230
i

2I20

2‘|0

2?0

1I90

180
i

170

1?0

347

270 280 250 300 310 320 330 340

260

Consensus CHKAGIISDWFLEHDNEFTVLRWPPQSPDLNPIEHLWDVVEREIRIMDVQPTNLRQLCDAIMSIWTKLSEECFQHLVESMPRRIEAVLKAKGGQTRY

Identity

250

¥R K KK E K ¥ K%
24 Dt ot Bt D e D D D D

PRRIEAVLEAKGGQTRY*

=EEEEEEEEEEE
NNNNNNANN NG

EIE 6 B R R 6
EE BEEEEEREEEEE
Hd Adaadaadaaq
oI EEEmEmEmEomEmmmm
00 OOOO00OOOC
T
[SISENSISISISISISIST SIS ST}
EE EEEEEEEEEEE
BIE 06 B D B B 0 O 0 B
0nn nnununununnnnnn
H4a AdAaAad4aaa4a4a4a
M e b e e
B HEEHHEHEEEHE
== EEEEEEEEEEE

HHHHHHHHHHH
nu@unnnnnnnnnn
EEEEEEEEEEREEEE
HHHHHHHHHHHHHH
GG L R T D A R R R
[a]alalalajalalalalalalafa]a)
[S]IS1SISISISISISISISISI S]]
HaadEaaaaaaaas
QIOI0OOOIOOIQIOIOIOIOIO!
04 06 o o o o o o [0 o o i
HEAaAAd A 39334
EEEZEZZEEEEEEEZE
R EEE
e Ll e e R o L =)
[ele o lolelele o fo o lo s (oo ]
EEREEEEEREEEEEE
(a]alalalalalalalalalafalala]
ZEEEEEEEEEEgESE
HHH H H H H H HHH
(5% [7 3% o o 1 o 1 o [ o e o

enclas

ke-domain (HLD), em azul

transposase (somente as sequ

Ima

dos correspondente a ORF da enz

éncias de aminoéaci
foram cons

hamento das sequ

In

Figura 3 - Al
contendo uma ORF e os tr

In-

iodomai

home

10

ini

s

Em amarelo o dom
da endonuclease

deradas).

inios
(HTH) e em verde o DDE da superfam

domil

és

acido) e HTH (70-

ino
o0 dom

48 am

HLD (8-

inios
294 am

Os domi

ilia

DNA e o DDE endonuclease (151

IX

helix-turn-hel

itico. Os

inio catal

ido) é
lemento Tcl-Mar

ac

In
la consenso para O €

igar ao
40 aque

li
aes

d0 responsaveis por se

do) s
dos destacados em vermelho s

inoaci

142 am

iner nao

énci

iferem da sequ
ta destacado o mot

les que d

aminoacl

ina)

tou N(asparag

ICa que apresen

éncia 3e foi a Uni

f DDE. A sequ

nj

;e em lara

dae

Parodont

autbnomo em

inio DDE.

no local do segundo D(Aspartato) no dom



A)

o4 a8
——

0z

10

a8

02

G)

P\f""

gty ot of Algned Sepanca B)q Swloriey et of Migred Seaurees

T T T T T 2 T T T T T
: : [
B s A | A

o4

0z

Sty ot of Algred Segance

m

10

Y p—p——f—(———

L
=
Fmaties Aesiaue Pesticn

P - -
2]

=
|v

e

#

Fisative Resies Pestiun

Sirdcrity Phok of Alghed Seqarces

)
Fmicrive esioss Pouition

3
Eedlarity Mot of aigrad q—m-
Ulru' T

= — o0
ot Resise Postiun
Girority Phot of Migred Sequetcrs
—L 1l L L
0 3 w00 "o w0

Petatins Rosidn Position

s

o

H)

08

a4

a4

2

T

O

ULLV [BRLVAVIW

w - l

——rT—T—Tr7T7—

s 1
o0 -0 0o 80 == 1200
Foicrtive Resicdon Poaition
b by Pt o Sepal Tagacces
T T T T T
C 1 e e L w ]
3 £ 55 - e
L




92

Figura 4 - Representacdo grafica da divergéncia das sequéncias do elemento Tc1-Mariner em Parodontidae. Os
graficos foram gerados utilizando o Plotcon (http://emboss.bioinformatics.nl/cgi-bin/emboss/plotcon) que
representa a similaridade das sequéncias entre o alinhamento entre diferentes regides do Tcl-Mariner, além do
alinhamento com amostras com baixo nivel de deterioracdo e de amostras com alto nivel de deterioracdo. A-
corresponde ao grafico da regido da TIR 5’; B- regido interna; C- regido TIR 3’; D- ORFs, E- dominio HLD; F-
dominio HTH; G- dominio DDE endonuclease; H- sequéncias completas do Tcl-Mariner. Em I- amostra
contendo as sequéncias completas do Tcl-Mariner com excecdo das espécies P. hilarii e P. pongoensis; J-
amostra contendo somente as sequéncias completas de P. hilarii e P. pongoensis. Nos retangulos vermelhos
estdo destacados regides com maiores indices de divergéncia. De A-C e H foram incluidas todas as sequéncias;
de D-G e | somente ndo foram incluidas as sequéncias de P. hilarii e P.pongoensis), e J somente foram incluidas
as sequéncias de P. hilarii e P. pongoensis.
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Figura 5 - Ndmero de substituicdes de nucleotideos por sitio (distancia genética) entre sequéncias da
superfamilia Tc1-Mariner em Parodontidae. As andlises foram conduzidas utilizando o modelo de Kimura 2-
parametros. A taxa de variacdo entre os sitios foi modelada com a distribuicdo gamma (parametro=1). Em A TIR
5’(teste de Kruskal-Wallis Ad hoc teste de Tukey: comparacdes significativas com valor de p<0.05 para A-B; A-
H; A-J); em B TIR 3’(teste de Kruskal-Wallis Ad hoc teste de Tukey: comparagdes significativas com valor de
p<0.05 para B-A; B-C; B-D; B-E; B-G); em C regido interna sem as TIRs (teste de Kruskal-Wallis Ad hoc teste
de Tukey: comparac@es significativas com valor de p<0.05 para C-B; C-H; C-J); em D ORFs validas (teste de
Kruskal-Wallis Ad hoc teste de Tukey: comparacg6es significativas com valor de p<0.05 para D-B; D-H; D-J); E
o dominio HLD (teste de Kruskal-Wallis Ad hoc teste de Tukey: comparacfes significativas com valor de
p<0.05 para E-B; E-H; E-J/ diferencas significativas p<0.05 somente para o teste de Kruskal-Wallis foram
encontradas para E-F); F o dominio HTH (teste de Kruskal-Wallis Ad hoc teste de Tukey: comparac6es
significativas com valor de p<0.05 para F-J/ diferencas significativas p<0.05 somente para o teste de Kruskal-
Wallis foram encontradas para F-E e F-G); G o dominio DDE endonuclease teste de Kruskal-Wallis Ad hoc teste
de Tukey: comparagdes significativas com valor de p<0.05 para G-B; G-H; G-J/ diferencas significativas p<0.05
somente para o teste de Kruskal-Wallis foram encontradas para G-F); H todas as sequéncias completas teste de
Kruskal-Wallis Ad hoc teste de Tukey: comparacdes significativas com valor de p<0.05 para H-A; H-C; H-D; H-
G); | amostra com as sequéncias completas com baixo nivel de degradacédo, ndo incluidas as espécies P. hilarii e
P. pongoensis teste de Kruskal-Wallis Ad hoc teste de Tukey: comparaces significativas com valor de p<0.05
para 1-J); e J amostra contendo somete sequencias Tcl-Mariner com alto nivel de degradacdo das espécies P.
hilarii e P. pongoensis teste de Kruskal-Wallis Ad hoc teste de Tukey: comparacdes significativas com valor de
p<0.05 para J-A; J-C; J-D; J-E; J-F; J-G; J-1).
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Abdominal-B type he domain transcription factors __ Activator/repressor binding transcription initiation site AP1, Activating protein 1
Bicoid-like homeodomain transcription factors Calcium-response clements cAMP-responsive el binding p
CCAAT binding factors Ccaat/Enhancer Binding Protein Cell cycle regulators: Cell cycle homology element
Cellular and viral myb-like transcriptional regulators CLOX and CLOX homology (CDP) factors EVI1-myleoid transforming protein
Fork head domain factors GATA binding factors Grainyhead-like transcription factors
Heat shock factors Homeobox transcription factors Human acute myelogenous leukemia factors
Human and murine ETS1 factors Hypoxia inducible factor, BHLH/PAS protein family Ikaros zinc finger family
Krueppel like transcription factors LEFI/TCF MAF and AP1 related factors
Microphthalmia transcription factor Motif composed of binding sites for pluripotency Mouse Krueppel like factor
Myeloid zinc finger 1 factors Myoblast determining factors NeuroD, Beta2, HLH domain
NKX homeodomain factors Nuclear factor 1 PAX-3 binding sites
Pleomorphic adenoma gene Retinoblastoma-binding proteins with demethylase activity Sine oculis (SIX) homeodomain factors
SOX/SRY-sex/testis determinig SWI/SNF related nucleophosphoproteins TALE h domain class izing TG motifs
TEA/ATTS DNA binding domain factors Twist subfamily of class B bHLH transcription factors Vertebrate SMAD family of transcription factors
Winged helix binding sites Y-box binding transcription factors Zinc finger protein ZNF35

Figura 6 - Posicdo dos sitios regulatérios (figura em relevo colorido) nas sequéncias de Tcl-Mariner
(barra) menos degradadas de Parodontidae. Sendo considerados valores de matriz de similaridade > 0.95 e
tamanho do TFBS > 10 pb (dados obtidos pelo Matinspector). Acima da barra a orientagdo da sequéncia
esta no sentido 5°-3’, e abaixo da barra a sequéncia esta orientada no sentido 3’-5’.
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Abdominal-B type homeodomain transcription factors __ Activator/repressor binding transcription initiation site . AP4 and related proteins
Bicoid-like homeodomain transcription factors Brachyury gene, mesoderm developmental factor C252 zinc finger transcription factors 6
C-abl DNA binding sites Calsenilin, presenilin binding protein Cant-1 (cartilage homeoprotein 1)
CCAAT binding factors CcaatEnhancer Binding Protein Cellular and viral myb-like transcriptional regulators
CLOX and CLOX homology (CDP) factors E-box binding factors Fork head domain factors
GATA binding factors Homeobox transcription factors HOX - PBX complexes
Human acute myelogenous leukemia factors Hypoxia inducible factor, bHLH/PAS protein family Ikaros zinc finger family
LEFI/TCF MAF and AP1 related factors Microphthalmia transcription factor
Myc-interacting Zn finger protein 1 Myoblast determining factors MYT]1 C25C zinc finger protein
NeuroD, Beta2, HLH domain NKX homeodomain factors Nuclear factor kappa B/c-rel
Nuclear factor of activated T-cells PAX-2/5/8 binding sites Signal ducer and acti of
Sine oculis (SIX) homeodomain factors SOX/SRY-sex/testis determinig Sterol regulatory el binding protei
SWI/SNF related nucleophosphoproteins TALE h domain class recognizing TG motifs TEAJ/ATTS DNA binding domain factors
Twist subfamily of class B bHLH tr iption factors /ertet caudal related homeodomain protein Vertebrate h logues of enh of split
Vertebrate SMAD family of transcription factors Vertebrate steroidogenic factor Y-box binding transcription factors

Figura 7 - Posicdo dos sitios regulatorios (figura em relevo colorido) nas sequéncias de Tcl-Mariner (barra)
com maior indice de degradagdo de Parodontidae. Sendo considerados valores de matriz de similaridade > 0.95
e tamanho do TFBS > 10 pb (dados obtidos pelo Matinspector). Acima da barra a orientacdo da sequéncia esta
no sentido 57-3’, e abaixo da barra a sequéncia esta orientada no sentido 3’- 5°.
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Figura 8 - Metafases de P. hilarii (A) e A. affinis (B) submetidos a FISH com a sonda do clone de A. ibitiensis
(sequéncia 3c) Tcl-Mariner (vermelho). A sonda pPh2004 (verde) foi utilizada neste estudo somente com o
intuito de identificacdo cromossémica. Escala barra= 5um.
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Figura 9 - Gel de agarose 1% evidenciando o produto de PCR do elemento Tcl-Mariner utilizando RNA
(extraido das gbnadas) como molde da espécie Aapareiodon sp. Em A macho e em B fémea. Este resultado
indica que o elemento Tcl-Mariner esta tendo atividade transcricional.
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5. CONCLUSAO

A especie Apareiodon hasemani possui pouco acumulo da sequéncia repetitiva WAp
no cromossomo sexual W quando comparado com os demais Parodontidae com sistema
ZZI/ZW. Além disso, ela ndo apresenta o0 DNA satélite pPh2004; e ha sitio de rDNA 5S
simples e de rDNA 18S mudltiplos.

A biblioteca da cinética de reassociacdo Cot-1 resultou na prospeccdo de diferentes
DNAs repetitivos, dentre eles foram identificados varios micro e minisatélites, sequéncias
parciais de elementos transponiveis da Classe I: Gypsy e I-2_Deu de Drosophila eugracilis; e
de elementos transponiveis da classe II: Helitron, MuDR, Tcl-Mariner, Dada-tL_DR,
Politron, elemento EnSpm1_SB, além do rDNA 5S.

A FISH com a sonda C,t-1 total evidenciou intenso acimulo de DNASs repetitivos no
cromossomo sexual W de Parodontidae.

Entre os clones da biblioteca Cot-1, dois DNAS repetitivos, um de DNA satélite e o
elemento Helitron, foram mapeados nos cromossomos sexuais de espécies de Parodontidae. O
DNA satélite parece estar envolvido no processo de origem dos cromossomos sexuais.
Adicionalmente o elemento transponivel Helitron atuou na diferenciacdo do cromossomo W
por estar presente com grande acimulo na regido terminal. E provavel que estes DNAs
repetitivos atuaram nos processos de eroséo e silenciamento génico do cromossomo W de
Parodontidae.

Neste estudo, foi caracterizado o elemento repetitivo Tcl-Mariner presente no
genoma de Parodontidae. Estudos relacionados a caracterizagdo molecular, mapeamento
fisico, anélise de expressdo, degradacdo e similaridade com sitios promotores também foram

realizados com este elemento transponivel. Na familia Parodontidae o elemento Tc1-Mariner
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¢ ndo autdbnomo e possui alta identidade com o Tcl-Mariner das espécies Danio rerio e
Takifugu rubripes.

A analise de similaridade mostrou degradacdo molecular deste TE no genoma de
Parodontidae, com algumas espécies apresentando somente este elemento na forma de
miniatura de transposon (MITE).

Analises de expressdao mostraram que o elemento ndo autdbnomo Tcl-Mariner é
expresso no tecido gonadal de Parodontidae, indicando que estes RNAs possam ter uma co-
opcao molecular no genoma.

No genoma de Parodontidae, a alta taxa de degradacdo do elemento transponivel
Tcl-Mariner estudado mostraram que algumas das sequéncias derivadas do processo de
mutacdo podem ter sofrido processo de exaptacdo molecular.

Analises da presenca de sitios TBPS nas coOpias de Tcl-Mariner evidenciaram que
inimeras regides possuem alta similaridade com sitios regulatérios de Danio rerio, mais uma
vez indicando exaptacdo molecular.

Os resultados obtidos neste estudo foram importantes para uma maior compreenséo
do papel dos DNAs repetitivos, sendo que o mapeamento de sequéncias repetitivas sao
essenciais para a gendmica integrativa e podem auxiliar estudos futuros relacionados ao
sequenciamento gendmico de Parodontidae. O estudo molecular do elemento Tcl-Mariner
possibilitou um maior entendimento da funcdo deste, uma vez que estdo presentes em grande
quantidade no genoma. E importante destacar que redes regulatorias so bastante complexas e
a compreensdo da origem de sitios regulatorios devido a processo de domesticacdo de

elementos transponiveis sdo bastante promissores.
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ANEXOS

Anexo I: Obtencéo de Cromossomos Mitoticos (BERTOLLO et al., 1978)

Para obtencdo de cromossomos mitoticos foi injetado intra-abdominalmente no
animal uma solugéo aquosa de colchicina 0,025 %, na propor¢do de 1 ml/100 g de peso. O
peixe foi entdo mantido em aquério bem aerado durante 50 - 60 minutos. Depois o exemplar
foi anestesiado colocando-o em um recipiente contendo benzocaina diluida a 0.01 %,
sacrificando-o em seguida. Foi retirada uma pequena por¢do do rim anterior, transferindo-a
para cerca de 10 ml de solucdo hipoténica (KCI 0.075 M), dissociado as células com uma
seringa desprovida de agulha. A incubacdo € realizada em estufa a 37 °C durante 25-30
minutos. O material foi ressuspendido com o auxilio de uma pipeta Pasteur, colocando-o em
um tubo de centrifuga, descartando os fragmentos de tecidos ndo desfeitos. Depois foi
acrescentado algumas gotas de fixador (3 partes de metanol para 1 de &cido acético glacial),
recém preparado, re-suspendendo o material repetidas vezes. O material foi centrifugado
durante 10 minutos, a 900 rpm. O sobrenadante foi descartado com uma pipeta Pasteur. Foi
entdo adicionado 5-7 ml do mesmo fixador, o material foi ressuspendido e centrifugado por
mais 10 minutos, a 900 rpm. O dltimo passo foi repetido. O material sobrenadante foi
descartado e adicionado uma quantidade suficiente de metanol para que se tenha uma
suspensdo celular moderadamente concentrada (geralmente de 0,5 a 1,0 ml) e o material

ressuspendido. O material foi armazenado em freezer, para posterior utilizacao.
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Anexo Il: Hibridacao in situ fluorescente (FISH) (PINKEL et al., 1986)

A. Preparac0es das sondas

Para este estudo foram utilizadas a seguintes sondas nos cromossomos metafasicos
de espécies da familia Parodontidae: a) uma sonda de DNA satélite obtida a partir de digestédo
enzimatica de Parodon hilarii denominada pPh2004 (VICENTE et al., 2003), b) uma sonda
obtida por microdisseccdo da fracdo heterocromatica do cromossomo W de Apareiodon sp.
(WAp) (SCHEMBERGER et al., 2011), c) rDNA 18S (HATANAKA e GALETTI Jr, 2004),
d) rDNA 5S (MARTINS e GALETTI Jr, 1999), e) sondas de DNA repetitivo obtidas por Ct-

1, f) sondas de clones com fragmentos do elemento transponivel Tc1-Mariner.

B. Preparacéo das laminas

As laminas, contendo as preparacdes cromossomicas, foram lavadas em PBS, por 5
minutos, em temperatura ambiente e desidratadas em uma série de etanol a 70%, 85% e
100%, 5 minutos em cada banho. A seguir, foram tratadas com solucdo de RNAse (100
pg/ml) durante 1 hora, em camara umida a 37 °C, lavadas duas vezes em solucdo de 2xSSC,
por 10 minutos e em PBS, por 5 minutos. Em seguida a fixagdo com formaldeido 1 % / PBS
1x / MgCl, 50mM, por 10 minutos, a temperatura ambiente, lavagem em PBS 1x por 5
minutos e desidratacdo em série de etanol a 70 %, 85 % e 100 %, 5 minutos cada banho, a
temperatura ambiente. As laminas foram tratadas com formamida 70 % dissolvida em 2xSSC,
a 70 'C, por 5 minutos e novamente desidratadas em série de etanol a 70 %, 85 % e 100 %, 5

minutos cada banho.

C. Hibridacéo e deteccdo dos sinais correspondentes
Foram aplicados, sobre as laminas, cerca de 50 pl da solucdo de hibridacao

permanecendo “overnight” a 37 'C, em camara Umida contendo solugdo de 2xSSC pH 7,0.
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Decorrido este tempo, as laminas foram lavadas com solucdo de formamida 15 % em
0,2xSSC pH 7,0 por 20 minutos, a 42 'C e, em seguida, lavadas com 0,1xSSC a 60 'C, por 15
minutos. Em seguida foram lavadas em Tween 20, por 5 minutos, incubacdo em 90 ul de
tampdo NFDM a 5 %, por 15 minutos em camara umida e duas lavagens com Tween 20,
cinco minutos cada. Para a detec¢do da sonda, foram colocados sobre as laminas 90 pl do
anticorpo anti-estreptavidina conjugada com Alexa Fluor 488 (Invitrogen®) ou o anticorpo
anti-digoxigenina conjugada com rodamina (Roche Applied Science®) em uma concentragéo
de 0,25 pg/pl, permanecendo por 30 minutos a 37 °C, em camara (imida. As laminas foram
lavadas 3 vezes em Tween 20, cinco minutos cada. Em seguida a desidratacdo em série de
etanol a 70 %, 85 % e 100 % a temperatura ambiente, 5 minutos em cada banho. Os
cromossomos foram entdo contra corados com DAPI (0,2 pug/ml) diluido em uma solugéo

“antifade” (Fluka®).
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Anexo I11: Marcacéao de sondas por nick translation e via PCR

As sondas foram marcadas pela técnica de nick translation, utilizando os compostos
biotina 14 - dATP (Bionick Labeling System — Invitrogen®) ou digoxigenina 11- dUTP (Dig
Nick Translation, Roche) e também por PCR/DOP-PCR utilizando concentragdes adequadas
de dNTPs e um dNTP acoplado a uma molécula repérter (biotina 16 dUTP - ou digoxigenina
11 dUTP - Roche®). O produto desta reacéo é precipitado com acetato de potassio e etanol
overnight a -20 ‘C. Posteriormente, o material é centrifugado por 15 minutos a 13000 rpm, é

descartado o sobrenadante, deixando o DNA marcado secar completamente em estufa a 37°C.
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Anexo 1V: Extracdo de DNA método CTAB (MURRAY e THOMPSON, 1980)

Foi adicionado em um tubo 0,2 gramas de figado juntamente com 600 ul de tampéao
CTAB (concentracéo final: 2 % de CTAB; 1 M de NaCl; 0,1 M EDTA; 0,1 M Tris-HCI pH8),
13 pl de proteinase K (100mg/ml) e 5 ul de B-mercaptoetanol. Incubar a 60 °C por 10h ou até
o tecido ser totalmente digerido. Depois foram adicionados 10 ul de RNAse (10mg/ml) e o
material é submetido a uma temperatura de 37 °C por 3h. Foram adicionados 600 ul de
cloroférmio e vortexado suavemente durante 5 min. O material foi entdo submetido a uma
centrifugacdo por 15 min. a 8000 rpm. O sobrenadante foi retirado e transferido para um novo
tubo, 600 uL de etanol absoluto € adicionado sobre o material e deixado a -20 °C por 2h ou
overnight. O material foi centrifugado a 14000 rpm por 15 min. e o sobrenadante foi
descartado. O pellet foi lavado com 500 ul de etanol 70 % e centrifugado novamente a 14000
rpm por 15 min. O sobrenadante foi retirado, e o tubo com o DNA foi deixado secando na

estufa a 37 °C e depois ressuspendido em 50 ul de TE.
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Anexo V: Cinética de reassociacao Cot-1 (ZWICK et al., 1997)

O DNA gendmico foi diluido a 100-500 ng/ul em 0,3 M de NaCl. Entéo foi colocado
500 ul de DNA em um tubo e autoclavado por 3 a 5 min. a 1 atm/120 °C. Foi entéo aplicado 3
ul de DNA em gel de agarose 1% para verificar os fragmentos em gel (fragmentos entre 100 e
1000 pb). Trés aliquotas (0, 1 e 5) de 50 ul de DNA autoclavado foram desnaturadas em
banho a 95°C por 10 min. Os tubos foram passados para o gelo por 10s: entdo tratado
imediatamente o tubo 0 com S1 nuclease e colocado os tubos 1 e 5 em banho a 65 °C para
renaturacdo. Apés 1 min. foi retirado o tubo 1 e tratado com S1 nuclease e ap6s 5 min.
retirado o tubo 5 é tratado com S1 nuclease. Para o tratamento com S1 nuclease é utilizado 1U
da enzima para 1 ug de DNA e 5,5 ul de tampéo 10X para o volume final de 50 ul. Depois o
material foi incubado a 37 °C por 8 min e congelado imediatamente em nitrogénio liquido.
Foi entdo adicionado igual volume de fenol/cloroférmio (1:1) e depois centrifugado por 5
min. a 13000 rpm. A fase aquosa foi coletada e passada para um tubo novo. O DNA foi
precipitado com 2,5 volumes de etanol absoluto gelado e deixado a -75 °C por 30 min. Depois
foi centrifugado por 15 min. a 18,75x1011g a 4 °C, secado e ressuspendido em 50 ul de 4gua

milliQ autoclavada.
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Anexo VI: Obtencdo do elemento Tcl-Mariner

A amplificacdo por PCR do elemento Tcl-Mariner foi realizada utilizando apenas
um primer 5’CACTCACCGGCCACTTTATTA 3’, que foi desenhado neste estudo da
sequencia da TIR da espécie Takifugu rubripes (SMIT, 2002). A PCR foi realizada em uma
reacao de 50 pl contendo 0,4 uM de primer, 70 ng de DNA gendmico, 0,16 mM de dNTPs,
1x tampéo da reacdo, 2,5 mM de MgCl, e 1U de Taq polimerase (Biotools®). O programa da
reacao foi: desnaturacdo inicial por 5 min a 94 °C, 35 ciclos de 94 °C por 1 min, 64 °C por 1
min, e 72 °C por 1 min e 30 s e extensdo final a 72 °C por 5 min. O produto de PCR foi
visualizado em gel de agarose 1%. O produto da PCR obtido do DNA gendmico das nove
espécies de Parodontidae foi purificado com ExoSAP (GE healthcare®) seguindo instrugdes

do fabricante.
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Anexo VII: Clonagem

A. Insercéo do fragmento de interesse no vetor e selecdo de coldnias.

As amostras de DNA provenientes da técnica de Cot-1 foram ligadas ao vetor
pMOSblue Blunt ended kit (Amershan Bioscience®) seguindo instrucdes de fabricante, e o0s
fragmentos do elemento Tcl-Mariner obtidos pela PCR foram ligadas ao vetor pTZ57R/T
(Fermentas®) seguindo instrucdes do fabricante) e clonados nas células competentes DH5a
E.coli. As colbnias bacterianas recombinantes (brancas) foram transferidas para tubos de 15
ml contendo 4 ml de meio LB liquido acrescidos de ampicilina (100 mg/ml). As bactérias
foram deixadas overnight sob agitacdo de 200 rpm a 37 °C. Os plasmideos bacterianos foram
extraidos por meio de mini-preparacdo plasmidial e parte da cultura de bactérias foi

homogeneizada com glicerol e armazenada a -80 °C.

B. Selegéo de clones de interesse

Os clones de interesse foram identificados através de reacGes de amplificacdo utilizando
primers especificos para o plasmideo. A reacao é feita num volume total de 50 ul (50 pmol de
cada primer): M13F e M13R ou T7 e U19, tampéo de reacdo 1x (KCI 50 mM; MgCl, 1,5 mM;
Tris-HCI 10 mM), 2 mM de cada dNTP e 0,5 U de Tag DNA polimerase (Amersham
Biosciences®). As reacdes de amplificacdo foram realizadas num termociclador, de acordo
com as seguintes condi¢Bes: um ciclo de 3 minutos a 95 °C seguido de 35 ciclos de 30
segundos a 95 °C, 1 minuto a 51-55 °C, 2 minutos a 72 °C e um ciclo final de 5 minutos a 72
°C. Para verificar a efetividade da reacdo e a amplificacdo de fragmentos dentro do tamanho

esperado é checado o produto de PCR em gel de agarose 1%.



Anexo VIII: Clones contendo os fragmentos do elemento Tcl-Mariner das espécies de
Parodontidae (Gel de agarose 1%) que foram submetidos ao sequenciamento.

Apareiodon Parodon Apareiodon Parodon
affinis PONgoensis affinis hilarii
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Anexo IX: Graficos Plotcon (De A-C e H foram incluidas todas as sequéncias; de D-G e |
ndo foram incluidas as sequencias de P. hilarii e P.pongoensis; J somente foram incluidas as
sequenicas de P. hilarii e P. pongoensis).
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I) Similarity Plot of Aligned Sequences
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I- amostra contendo as sequéncias completas do Tc1-Mariner com excecdo das espécies
P. hilarii e P. pongoensis.
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