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RESUMO

Estudos envolvendo elementos transponiveis (TEs) tém demonstrado o importante
papel destas sequéncias para a evolug¢do e diversificagdo dos genomas eucaridticos. Peixes
geralmente apresentam grande abundancia e diversidade de transposons de DNA, os quais
foram descritos a influenciar na evolugdo dos genomas. Um estudo gendmico na espécie
Apareiodon sp. demonstrou a presenca de diversos grupos de TEs, sendo os transposons de
DNA os mais abundantes, entre esses elementos pertencentes a superfamilia 247. Assim, o
objetivo deste trabalho foi realizar uma caracterizacdo genomica da abundancia, degeneracao
molecular e da presenca de diferentes familias de elementos 247 em Apareiodon sp. e, associar
estes dados as modificagdes genomicas e localizacao cariotipica. Para alcangar esse objetivo
foi realizada a caracteriza¢ao molecular de TEs AT recuperados do genoma de Apareiodon
sp., bem como andlises de arvores de agrupamentos das sequéncias obtidas com elementos das
diferentes familias 24T descritas na literatura, estimativas de tempo de inser¢do e degeneragao
de sequéncias, avaliacdo da presenga de miniaturas invertidas de elementos transponiveis
(MITESs) e de sequéncias repetidas in tandem associadas a hAT e a localizacdo in situ de sitios
destes elementos nos cromossomos de Apareiodon sp. Os resultados obtidos revelaram que
~0,4% do genoma desta espécie corresponde a TEs da superfamilia 247, sendo a maioria de
suas copias nao autébnomas ou degeneradas, porém com a presenga de cinco copias que
apresentaram todas as caracteristicas necessarias para serem elementos autonomos. Analises de
agrupamentos de elementos 24T demonstraram a presenga de quatro grupos predominantes no
genoma de Apareiodon sp. (Ac, Blackjack, Charlie e Tipl100), sendo o grupo Ac o mais
abundante e o grupo Charlie o que apresentou as sequéncias mais conservadas e possivelmente
autonomas. A analise dos periodos de insercao destes TEs no genoma demonstra dois periodos
principais de invasdo de TEs 24T, um com menor invasdo de sequéncias Ac, Charlie e Tip100
e, uma onda recente com grande disseminacao de elementos Ac, Blackjack e Charlie. Copias
MITEs foram encontradas para estes quatro grupos, as quais apresentaram sequéncias TIRs
bem conservadas entre si, sendo o grupo Blackjack o que apresentou o maior numero de
sequéncias. Em copias degeneradas foi possivel observar a presenca de sequéncias
microssatélite internas aos TEs, demonstrando uma provavel geracao de DNAs microssatélites
a partir de hAT. Por fim, a andlise da localizacdo in situ destes TEs nos cromossomos de
Apareiodon sp. demonstra uma distribuigdo dispersa destas sequéncias, com pequenos
acumulos em regides terminais. A andlise do conjunto dos dados obtidos demonstra que os TEs
hAT de Apareiodon sp. estdo no inicio da fase de senescéncia, com a grande maioria das copias
em diferentes niveis de degeneracao, servindo de substrato para a geracao de sequéncias MITEs
ou de sequéncias microssatélites, porém ainda com a possibilidade de autonomia de elementos
da familia Charlie, onde foram observadas sequéncias possivelmente autonomas. No nivel
citogenético, embora o cromossomo sexual W de Apareiodon sp. ter se diferenciado por
acimulos de TEs a cerca de 20 milhdes de anos, a invasdo das sequéncias 24T ocorrida em
torno de 5 milhdes de anos atrds gerou apenas acimulos terminas nos cromossomos Z ¢ W,
similar ao ocorrido nos autossomos. Por fim, a grande quantidade de sequéncias 24T presentes
no genoma servirdo para a avaliar a possibilidade de eventos de coop¢ao molecular para geragao
de possiveis sequéncias funcionais no genoma de Apareiodon sp.

Palavras-chave: Cromossomos sexuais, elementos transponiveis, evolu¢do do genoma, peixes

neotropicais, transposases.



ABSTRACT

Studies concerning transposable elements (TEs) have demonstrated an important role of
these sequences for the evolution and diversification of the eukaryote genomes. Genomic data
in fishes usually show a great abundance of DNA transposons, which have been pointed to act
in genomic novelties. A genomic study in Apareiodon sp. showed the occurrence of several TE
groups, with the DNA transposons being the most abundant, and among these, elements
belonging to the 24T superfamily. The main goal of this study was to perform a genomic count
of abundance, molecular deterioration and the presence of different 24T families in Apareiodon
sp., as well as, correlate this data to genomic changes and karyotype localization. To reach this
goal the molecular characterization of 24T TEs recovered from the genome of Apareiodon sp.
was carried out, as well as grouping analyze of Apareiodon sp. hAT sequences with those
recognized in the literature, evaluation of insertion time and sequence degeneration, evaluation
of the presence of miniature inverted repeat transposable elements (MITEs) and tandem repeats
associated with 747, and the in situ localization of these elements in Apareiodon sp.
chromosomes. The obtained data revealed that ~0,4% of Apareiodon sp. genome corresponds
to TEs of the 74T superfamily, being most of their copies non-autonomous and deteriorated,
however with the presence of five copies that had all the characteristics necessary to be
autonomous elements. Grouping analyzes of 74T elements demonstrated the presence of four
predominant groups in Apareiodon sp. genome (Ac, Blackjack, Charlie and Tip100), where Ac
elements were the most abundant and Charlie copies having the most conserved and possibly
autonomous sequences. The genomic insertion time estimative of 24T elements in the genome
showed two main periods of burst in the Apareiodon lineage. The first one was represented by
few copies of Ac, Charlie and Tip100 elements and, the more recent wave showing a large
dissemination of Ac, Blackjack and Charlie elements. MITEs copies similar to these four
groups were detected in the genome possessing highly conserved TIRs, being the Blackjack
group the most abundant. Microsatellite clusters were detected within deteriorated hAT
elements suggesting a probable origin of microsatellites from the 24T sequences. The in situ
localization experiments located dispersed 4ZAT copies in the Apareiodon sp. chromosomes,
besides some accumulation in terminal regions. The pool of data suggest that 24T sequences
are beginning the senescence phase in Apareiodon sp. genome, with the vast majority of copies
at different levels of degeneration, serving as a substrate for the generation of MITEs or
microsatellite sequences, but still with the possibility of autonomy for elements of the Charlie
family, where possibly autonomous sequences were observed. At cytogenetic level, while the
W sex chromosome of Apareiodon sp. has been proposed to differentiate by TE accumulation
around 20 million years ago, the burst of 24T sequences around 5 million years ago only
generated dispersed terminal copies in Z and W chromosomes, similarly to the occurred in
autosomes. Finally, the abundance of 24T sequences present in the genome could be useful to
evaluate the possibility of molecular cooption events for the generation of possible functional
sequences in Apareiodon sp. genome.

Keywords: Genome evolution, neotropical fishes, sex chromosomes, transposable elements,
transposases.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Representagdo da regido codificante da sequéncia de nucleotideos da transposase de
TEs hAT putativamente integros no genoma de Apareiodon sp. Indicados na legenda o sitio de
inicio da transcri¢do (TSS), éxon, e sinal de poliadenilagdo (POIiIA)......c.ccccveviieiieniiiiien, 35

Figura 2 — Estrutura dos elementos £47 e sequéncias de aminoacidos da sua transposase. Em
(a) estrutura geral dos TEs hAT, com os quatro dominios caracteristicos de sua transposase
(BED, DNA binding, Catalytic e Insertion) descritos na literatura flanqueados pelas sequéncias
das TIRs. Os principais aminodcidos altamente conservados entre transposases 247, de acordo
com Atkinson (2014) e Yuan e Wessler (2011) apresentam-se destacados abaixo de cada
dominio, e os residuos cataliticos DDE apresentam-se destacados acima do dominio catalitico.
Em (b) alinhamento de nove sequéncias conservadas da transposase de 24T de Apareiodon sp.
pelo software MUSCLE. Os quatro dominios caracteristicos da transposase estdo indicados
abaixo das sequéncias. Os residuos de aminodcidos conservados entre todas as sequéncias estao
indicados por (*), e os residuos altamente conservados entre as transposases de hAT,
responsaveis por fungdes cataliticas ou de ligagdo as TIRs apresentam-se destacados em verde

.................................................................................................................................................. 36

Figura 3 — Alinhamento das cinco sequéncias mais conservadas das transposases h4T de
Apareiodon sp., as quais apresentaram todos os residuos de aminoacidos necessarios para a
atividade de transposicdo de acordo com Atkinson (2014) e Yuan e Wessler (2011)
conservados. Os quatro dominios caracteristicos da transposase estao indicados abaixo das
sequéncias. Os residuos de aminoacidos conservados entre todas as sequéncias estio indicados
por (*), e os residuos altamente conservados entre as transposases de 447, responsaveis por
fungdes cataliticas ou de ligacao as TIRs apresentam-se destacados em verde........................ 37

Figura 4 — Agrupamentos de sequéncias utilizando o método Maximum Likelihood (ML) com
as sequéncias de aminoacidos das transposases hAT de Apareiodon sp. e sequéncias de
referéncia pertencentes as principais familias identificadas para elementos #47. Em a)
agrupamento das nove sequéncias ditas conservadas e que apresentaram todos os dominios
pertencentes a hAT em Apareiodon sp. Em b) agrupamento das sequéncias com a presenca de
dominios de dimerizagdo C-terminais conservados de Apareiodon sp. Os quatro grupos
principais obtidos (Ac, Blackjack, Charlie e Tip100) foram representados em cores nos ramos
OS AGIUPAIMENTOS ...ttt ettt et ettt et e et e esaeesateesbeeeabeenbeeesbeenbeesseeenseesneesnseenneeenne 42

Figura 5 — Estimativa de abundancia e do tempo de inser¢ao dos elementos correspondentes as
familias Ac, Blackjack, Charlie e Tip100 (superfamilia 24T) em Apareiodon sp. Os picos
indicam as ondas de invasdo dos diferentes grupos de 24T nos genomas macho (a) e fémea (b)
de Apareiodon sp. O eixo X indica estimativa do periodo de invasao dos elementos nos genomas
(em milhdes de anos), enquanto o eixo Y indica a abundancia (%) destas sequéncias no conjunto
total de sequéncias 24T presentes no genoma de Apareiodon SP........c.ccveeeveeeveeceeeceencueennnns 43

Figura 6 — Distribuicdo de DNAs microssatélite mais abundantes (> 1% dentro da biblioteca da
superfamilia 24 7) pelas sequéncias dos TEs 4T de Apareiodon sp. dos genomas macho (azul)
€ TEMEa (VEIMEINO0) . .coiiiiiiieiiicie ettt ettt e et eenaeeebe e nne e 47

Figura 7 — Cinco exemplos de contigs do genoma fémea de Apareiodon sp. analisados através
do software Dfam demonstrando a presenga de sequéncias repetidas in tandem associadas a



sequéncias hAT. Sao destacadas com * e circulos em vermelho as sequéncias especificas de
TEs do tipo 24T (laranja) com a presenca de associacdes com sequéncias repetidas in tandem
(preto). As identificagdes dos contigs sao indicadas acima de cada imagem........................... 48

Figura 8 — Caridtipo de Apareiodon sp. submetido a técnica de FISH com sonda da superfamilia
hAT (vermelho). Os cromossomos foram contracorados com DAPI. Barra =10 um ............. 49



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Sequéncias de referéncia obtidas através dos bancos de dados do Dfam e do NCBI
utilizadas para os agrupamentos de sequéncias 74T de Apareiodon sp. Indicados os nimeros de
acesso e IDs das sequéncias utilizadas, suas respectivas espécies € 0s grupos aos quais cada
SCQUENICIA PEITEIICE ..eeeuvvreerereeerrreeesteeeereeeseseeessseeaseeesssaeesssaeessseessseessseeessseessssesssssesssseeessseeesnsses 28

Tabela 2: Descri¢ao dos primers, regioes alvo e tamanho de amplicons na amplificagcdo de h4AT
N0 ZENOMA A€ APAFCIOAON SP. ..ottt ettt ettt et et e e e abe e bt e enseeseesaneas 30

Tabela 3: Abundancia dos dominios caracteristicos de hAT presentes no banco de dados do
Pfam nas sequéncias analisadas. Contagem dos trés dominios caracteristicos de #4AT com
integridade de suas sequéncias maior e menor do que 90% e e-value <0,01 no genoma fémea
.................................................................................................................................................. 34

Tabela 4: Sequéncias TIRs e TSDs encontradas nos TEs 24T de Apareiodon sp. Sequéncias das
TIRs 5° e 3’ flanqueando as sequéncias das transposases putativamente integras de cinco
sequéncias hAT e sequéncias TSD observadas adjacentes as TIRs. Destacadas em negrito as
bases conservadas tanto na extremidade 5’ quanto na extremidade 37 .........c.cccceveeeriiiieneenne. 39

Tabela 5: Sequéncias de TIRs e TSDs obtidas para os elementos MITEs pertencentes ao grupo
dos TEs hAT de Apareiodon sp. As sequéncias foram agrupadas de acordo com as quatro
subfamilias mais abundantes observadas (Ac, Blackjack, Charlie € Tip100).........c.c.ccuveenneeee. 45

Tabela 6: Estimativa da abundancia (% dentro das sequéncias pertencentes a superfamilia 24 7)
de sequéncias microssatélites encontradas nas bibliotecas 24T de macho e fémea de Apareiodon



SUMARIO

1. INTRODUGAOQ ..oeerreverererererereresesesesesesesesssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 12
1.1 Elementos tranSPONIVEIS ....c.eeeviertieeiieriieeieesieeeiteeteesiteeseessaeeseessseenseessneesaesssesnseensees 12
1.2 SUPEITAMIlIA AT ...ttt ettt et e e eeeas 15
1.3 TEs na evolugao dO ZENOMA......ccuvieiiiieiiieeiieeeireeeieeeeiee e e et e saeeesnaeeenreeesnseeenneas 17
1.3.1 Atuagdo dos elementos transponiveis na evolugdo dos cromossomos sexuais ......... 20
1.3.2 Estudos moleculares em Apareiodomn SP.........ccccceeeeeecueesieniieiieeie e 21
2. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS ....uoovvirninrenninnnnnsensnsssisssssssssasssssssssssssssssasssssssssss 24
3. MATERIAL E METODOS ......eovvveresressessessessessessessesssssssssssessessessessessessesssssssasses 26
3.1 Selegdo e caracterizacao das SEQUENCIAS .....cccveeerreeerieeeieieeeieeerieeeireeeereesreeeenreeennneas 26
3.2 Construcao do Repeat LandSCape.........c.eeouieriiiiiieniieiieiieeit et 27
3.3 Agrupamentos de similaridade de SEqUENCIAS .........cceevuiriiriiriiniiiiiieecceeeceen 28
3.4 Andlise de sequeNCias MITES.........ccceiiiiiiiiiiieieceieeie et 29
3.5 Avaliagdo da presenca de repeticdes in tandem associadas & AAT ..........cccceeeveeeveennnn. 29
3.6 Obtengao de cromosSOmMOS MILOTICOS .......vveieeeiueieeeiiiiieeeeiiieeeeeireeeeeereeeeeeiaeeeeeeareeeeeans 30
3.7 Obtencao das sequéncias € geragao de SONAAS ........ccevveeeiieeeiieeriie e 30
3.8 LOCAIZAGAO 171 STHU ...t 31
3.9 Organizagao d0S CATIOIPOS. ...ccuuievieriieeieeriieeteeteeeteeteesteeeteenseesaeesseessseeseesseesnseeseens 32
4. RESULTADOS ...uucoiiiiticnnneissicsesssecssiesssssesssssssssssssssssssssessssssssssessssssssssssssssssssssssssss 33
4.1 Caracterizacao molecular do elemento AT .................cccoviiiieiiiiiiiiciieeeece e, 33
4.2 Analise da presenca de elementos 24T integros em Apareiodon sp .........ccccveeeuveennne. 34
4.3 Agrupamentos de similaridade e identifica¢do de diversidade de sequéncias ............ 40
4.4 Anélise da invasdo do TE 24T N0 ZENOMA...........cocueriiieiieeiieiieeieeiie et 42
4.5 Analise de sequéncias MITES........cccooiiiiiiiiiiiiieeeeee e e 44
4.6 Analise da presenca de sequéncias repetidas in tandem associadas a hAT ................. 45
4.7 LOCAIZAGAO 171 STHU .o ettt e e e et e e e eeaaaeeeeeaaeaens 48
5. DISCUSSAQ ..cucuuimcensinniscnssinssscsssssssssssssssssssssssssssssssssssssassss e 50
5.1 Caracterizagdo molecular dos TEs 24T no genoma de Apareiodon sp........................ 50
5.2 Agrupamentos e analise de diversidade e elementos 24T em Apareiodon sp. ............ 53
5.3 Estimativa do tempo de inser¢ao dos elementos AAT .........cccceeeveeecreeeecreeeeieeeeiee e, 54
5.4 Analise das sequéncias MITEs pertencentes ao grupo dos TEs ZAT ............cccccocn... 55
5.5 Associagdo de sequéncias repetidas in tandem a elementos 24T degenerados............ 56
5.6 Localizacao in situ de TEs 24T nos cromossomos de Apareiodon sp ..........c..ccueen.... 57

6. CONCLUSAO ... oeeeereneeressessesessesssssssssssssssssssssesssssssasssssssesssssssssssnssssssensssssssnsssssssns 59



REFERENCIAS

60



1. INTRODUCAO

1.1 Elementos transponiveis

Os DNAs repetitivos compreendem uma grande por¢ao dos genomas eucaridticos, tendo
fungdes estruturais e organizacionais, ¢ estando envolvidos em mecanismos que geram
diferenciagdo e rearranjos cromossdmicos, sendo portanto, importantes fatores para a evolugao
do genoma (BISCOTTI; OLMO; HESLOP-HARRISON, 2015). Esses DNAs repetitivos sdo
considerados hotspots para as quebras e rearranjos cromossOomicos devido a instabilidade
presente nessas regides do genoma (PEVZNER; TESLER, 2003). Portanto, o estudo destas
sequéncias implica em um maior conhecimento sobre a estrutura e fungdes gendmicas em
eucariotos (ARKHIPOVA, 2017).

Os elementos transponiveis (TEs) sdo sequéncias repetitivas que compdem uma por¢ao
significativa do genoma de eucariotos (WICKER et al., 2007). Estdo geralmente presentes
como copias ndo autonomas, geradas por um processo de substitui¢des/insercdes e delecdes
nucleotidicas conhecido como degeneragio molecular (FERNANDEZ-MEDINA et al., 2012).
Eles podem estar presentes em um nimero pequeno de copias ou podem chegar a apresentar
centenas ou até milhares de cdpias, neste ultimo caso podendo representar uma fracao
significativa do genoma (KIDWELL; LISCH, 2001). Sua habilidade de se mover pelo genoma
e se replicar conferem a estes elementos a possibilidade de contribuirem assim para o tamanho,
estrutura e diversidade do genoma hospedeiro (KIDWELL, 2002).

A abundancia de TEs parece ser uma das maiores contribuigdes para o tamanho e
diversidade dos genomas, principalmente em peixes, onde eles podem representar de 6 a 55%
do contetido do genoma (CHALOPIN et al., 2015a). Geralmente as quantidades de TEs nos
genomas de vertebrados estdo relacionadas com a idade do grupo taxonémico, onde grupos que
j& existem a periodos mais longos, como peixes, apresentam maior diversidade de TEs em
comparagdo com grupos mais recentes, como mamiferos e aves (SOTERO-CAIO et al., 2017).
Entretanto, as diferencas de quantidades de TEs entre espécies filogeneticamente proximas sao
também significativas (FERNANDEZ-MEDINA et al., 2012).

Os TEs podem ser agrupados em duas classes de acordo com seu mecanismo de
transposic¢ao, sendo os elementos de classe I compostos pelos retrotransposons e, os elementos
de classe II compostos pelos transposons de DNA (FINNEGAN, 1989). Além destas divisdes
ha também subdivisdes de classificacdo destes elementos em subclasses, ordens, superfamilias,

familias e subfamilias (WICKER et al., 2007).

12



A Classe I compreende os elementos que se transpoem de uma regido a outra no genoma
através de um intermediario de RNA, em um mecanismo denominado de copia-e-cola
(FINNEGAN, 1989). Essa classe agrupa os elementos com longas repeti¢des terminais (LTR)
e os n30-LTRs, os quais ndo apresentam as longas repeti¢des terminais (WICKER et al., 2007).
Os LTRs geralmente codificam uma proteina gag (capsid protein) e as enzimas ap (aspartic
proteinase), 1t (reverse transcriptase), th (RNAse H) e int (integrase) (WICKER et al., 2007).
Os elementos LTR movem-se no genoma pelo mecanismo de transcricdo em mRNA, conversao
em cDNA pela proteina rt, seguida da inser¢do em um novo loco com atuagdo da int
(HAVECKER; GAO; VOYTAS, 2004).

Elementos ndo-LTR geralmente apesentam uma cauda poli (A) ou repetigdes simples
na regido terminal 3’ (KOJIMA, 2018). Entre os ndo-LTR estdo inclusos os LINEs (long
interspersed nuclear element), os quais codificam as proteinas rt e uma nuclease, e suas versoes
ndo autonomas SINEs (short interspersed nuclear element), que nao codificam proteinas e
dependem de elementos do tipo LINE para se moverem pelo genoma (EICKBUSH;
JAMBURUTHUGODA, 2008; WICKER et al., 2007). Esses TEs transpde-se pelo mecanismo
em que o RNA intermediario se ancora ao DNA-alvo antes de ser convertido em cDNA
(OSTERTAG; KAZAZIAN, 2001) promovendo um mecanismo simultineo de transcri¢do
reversa e insercao da copia em um novo loco. Além destes grupos, os elementos pertencentes
as ordens DIRS (#yrosine recombinase-encoding retrotransposons) ¢ PLE (Penelope-like
elements) apresentam estruturas e formas de transposi¢cao um pouco diferentes (EICKBUSH;
JAMBURUTHUGODA, 2008; WICKER et al., 2007).

Os elementos da Classe II sdo caracterizados por se moverem diretamente de DNA para
DNA, ¢ ainda sao classificados em duas subclasses devido a diferencas no mecanismo de
transposi¢cao (WICKER et al., 2007). Para a subclasse I a transposi¢ao ocorre por mecanismo
de corta-e-cola, no qual ocorre a clivagem do elemento através de proteinas especificas que
realizam o corte das duas fitas de DNA e posterior transferéncia para outra regido do genoma.
Diferentemente do que ocorre para os retrotransposons, os transposons de DNA que se
movimentam por mecanismo de corta-e-cola se multiplicam no genoma de diferentes formas,
dependendo de mecanismos do hospedeiro, sendo estes mecanismos: a transposi¢ao durante a
duplicacdo do DNA de uma regido ja duplicada para uma que ainda ndo passou pelo evento
levando a geragdao de uma nova cdpia; ou ainda, se o TE apresentar outra copia no cromossomo

homologo, o reparo de quebra de dupla fita deixado apos excisdao do elemento pode gerar uma
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nova copia do TE através de recombinagdo entre o local excisado com o elemento do
cromossomo homoélogo (FESCHOTTE; PRITHAM, 2007).

Os elementos da subclasse I estdo divididos em duas ordens entre os que apresentam
TIRs (terminal inverted repeats) e os elementos Crypton, que codificam uma enzima tirosina
recombinase (WICKER et al., 2007). Os elementos da ordem TIR também se caracterizam por
apresentarem um gene para a enzima transposase, responsavel pelo processo de transposi¢ao
destes elementos (KOJIMA, 2018). Estes elementos estdo divididos em superfamilias baseado
na sequéncia de suas TIRs, no tamanho das TSDs (farget site duplications) geradas apds sua
insercdo (WICKER et al., 2007), além da similaridade das sequéncias que codificam a enzima
transposase (YUAN; WESSLER, 2011).

Os transposons de DNA pertencentes a subclasse 11, correspondentes aos elementos
Helitron e Maverick, transpde-se através de um mecanismo de copia-e-cola, no qual pode haver
a replicacdo de uma ou duas fitas de DNA para sua posterior transferéncia (WICKER et al.,
2007). Para esses TEs, proteinas especificas realizam o corte de apenas uma fita do DNA,
seguida pela transposi¢ao desta fita a outro local gendmico onde ocorre a sintese da outra fita
(WICKER et al., 2007). Entre estes elementos os Helitrons se caracterizam por apresentarem
um dominio para proteinas Rep/helicase para sua transposi¢do, enquanto os elementos
Maverick apresentam um gene para DNA polimerase B (KOJIMA, 2018; WICKER et al.,
2007).

Tanto os TEs de Classe I quanto os de Classe Il ainda podem ser divididos em
autonomos, quando apresentam todos os dominios necessarios para sua transposi¢dao, ou nao
auténomos, quando dependem de produtos de outros TEs para se moverem (WICKER et al.,
2007). Quase todas as familias de TEs apresentam elementos ndo autbnomos, os quais podem
ser gerados pela substitui¢do de bases ou delecdo de sequéncias internas, ou ainda, mantendo
apenas fragmentos curtos de DNA entre suas sequéncias terminais, as quais podem ser
reconhecidas por enzimas de outros elementos semelhantes (KOJIMA, 2018). Entre os
transposons de DNA da ordem das TIRs ocorrem estes elementos curtos e ndo autonomos,
denominados Miniaturas de Elementos Transponiveis (MITEs — Miniature Inverted-repeat
Transposable Elements), as quais sdo caracterizadas por um tamanho entre 50 e 800 pb, sendo
compostos por sequéncias de TIRs e TSDs iguais ou muito similares as de seus elementos
autonomos (FATTASH et al., 2013; GUO et al., 2017). Essas MITEs geralmente apresentam

um alto nimero de cdpias nos genomas eucarioticos e podem ser agrupadas nas superfamilias
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conhecidas dos transposons de DNA com base nas caracteristicas de suas TIRs e TSDs
(FATTASH et al., 2013).

Em diferentes genomas a natureza dos TEs presentes pode variar consideravelmente,
algumas classes e familias podem estar mais presentes em algumas espécies, enquanto outras
podem estar mais presentes em outras (BISCOTTI; OLMO; HESLOP-HARRISON, 2015). Em
peixes, por exemplo, hd uma maior abundéncia de transposons de DNA em boa parte dos
genomas analisados, em contrapartida em mamiferos ha maior abundancia de retrotransposons
(CHALOPIN et al., 2015b; FESCHOTTE; PRITHAM, 2007). Ainda foi observado que para
peixes teledsteos o tamanho do genoma ¢ proporcional a quantidade de TEs identificados em
cada espécie, sendo os genomas maiores encontrados em espécies que tiveram maior invasao

de TEs (GAO et al., 2016).

1.2 Superfamilia hAT

A superfamilia 24T pertence a classe Il de transposons de DNA e compreende os
primeiros TEs identificados, os elementos Ac (Activator) em milho (MCCLINTOCK, 1947), e
foi nomeada com base nos trés elementos primeiramente descritos (hobo, Ac e Tam3)
(WARREN; ATKINSON; O’'BROCHTA, 1994). Apesar dos transposons hAT serem mais
comuns em plantas do que em animais eles estdo amplamente distribuidos em todos os reinos
em eucariotos, onde pesquisadores sugerem que estes elementos provavelmente ja existiam no
inicio do processo de separacdao de plantas, animais e fungos, e que entdo se espalharam por
estes grupos (RUBIN; LITHWICK; LEVY, 2001).

Caracteristicas comuns a todos os transposons desta superfamilia s3o: a geracdo de uma
TSD de 8 pb no local de sua insercdo, a presenca de TIRs curtas, e assim como para todos os
transposons de DNA autdnomos, a presenca de um dominio para a enzima transposase, a qual
apresenta similaridades na sequéncia de aminoacidos com os elementos deste grupo
(KEMPKEN; WINDHOFER, 2001). Em relacdo as TIRs, elas podem divergir bastante em suas
sequéncias entre diferentes elementos (ARENSBURGER et al., 2011; RUBIN; LITHWICK;
LEVY, 2001). Foram observados genes para a enzima transposase que apresentam quatro éxons
preditos em peixes (KOGA et al., 2011) e cinco éxons em Drosophila (ROSSATO et al., 2014).
Esses genes codificam uma sequéncia que apresenta em torno de 500 a 800 aminoacidos
(LADEVEZE et al., 2012; ROSSATO et al., 2014). As transposases de 74T apresentam uma
estrutura proteica com quatro dominios: uma regido N-terminal com dominio de dedos-de-

zinco, um segundo dominio de ligacdo ao DNA, um dominio catalitico e um dominio de
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insercao que contém numerosas a-hélices (ARENSBURGER et al., 2011). Ainda ha a presenca
de seis blocos conservados, sendo que sua caracteristica mais conservada entre diferentes
elementos ¢ um dominio de aproximadamente 50 aminoacidos localizado na por¢ao C-terminal
(RUBIN; LITHWICK; LEVY, 2001).

A superfamilia 24T agrupa elementos de trés familias, Ac, Buster (ARENSBURGER et
al., 2011), e 7ip (ROSSATO et al., 2014), onde a identificacao ¢ baseada na especificidade das
TSDs geradas por elementos de cada familia e na sequéncia das transposases, sendo que nesta
ultima, as principais diferengas se encontram no dominio de ligagdo ao DNA e no dominio de
insercdo (ARENSBURGER et al., 2011; ROSSATO et al., 2014).

Os TEs do tipo 24T se movem pelo genoma por um mecanismo onde ha quebra de dupla
fita nas extremidades do TE através da formagdo de uma estrutura em grampo no DNA
adjacente e, com a formagao desta estrutura em grampo, a extremidade 3’OH do transposon ¢
exposta, a qual se une ao DNA alvo para sua insercao (ZHOU et al., 2004). Ladevéze et al.
(2012) observaram que altas taxas de transposi¢ao estdo relacionadas com maior frequéncia no
aparecimento de novas mutacdes decorrentes do processo de insercdo, ou ainda excisao
imprecisa destes elementos, sendo que estes fatores podem levar a ocorréncia de alteragdes no
genoma do hospedeiro. Glugoski et al. (2018) observaram que a invasao de elementos 24T no
genoma de peixes do género Rineloricaria contribuiram para a dispersdao do rDNA 5S e para a
ocorréncia de rearranjos cromossomicos. O envolvimento de TEs 24T com rDNA também foi
observado em peixes da familia Rachycentridae, havendo a colocalizacdo de elementos hAT
com o rDNA 18S (COSTA etal., 2013). Também foram encontrados elementos 24 T envolvidos
com rearranjos cromossdmicos em Drosophila, onde estes elementos foram observados em
regides que sofreram dele¢des e inversdes (LADEVEZE et al., 2012). J4 em fungos partes do
gene da histona H3 foram capturados e mobilizados por 24T, gerando centenas de copias nestes
genomas, € levando a um grande aumento no tamanho dos genomas (DHILLON et al., 2019).

Rubin; Lithwick; Levy (2001) identificaram que uma grande parte das sequéncias de
hAT encontradas em plantas, animais e fungos sdo sequéncias denominadas de “fosseis
genéticos”, ou seja, que tiveram sua insercao nos genomas ha muito tempo € ja ndo apresentam
atividade de transposicdo. Porém, nesse mesmo estudo também foram identificadas poucas
sequéncias hAT com a presenga das sequéncias TIRs conservadas, sugerindo que eles podem
ainda estar ativos no genoma, ou terem apresentado periodo de reativagao recente (RUBIN;
LITHWICK; LEVY, 2001). Elementos hAT ativos ja foram inclusive observados como

causadores de alteragdes fenotipicas em peixes da espécie Oryzias latipes, ao se inserirem na
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regido codificante de um gene (HORI et al., 1998). O elemento 70/2 também apresenta alta
similaridade nas sequéncias nucleotidicas encontradas nas suas coOpias dentro do genoma de
espécies de Oryzias, o que levou a proposicao de uma invasdo recente deste elemento neste
genoma (KOGA et al., 2000). hAT ativos também foram encontrados nos genomas de diferentes
espécies de Drosophila, demonstrando inimeras sequéncias para transposase intactas (ORTIZ;
LORETO, 2009).

Os elementos 24T, junto com os elementos 7c/-Mariner, correspondem aos transposons
mais abundantes no genoma de algumas espécies de peixes, demonstrando o importante papel
que estes TEs tém dentro deste grupo (GAO et al., 2016; GARCIA et al., 2019). Inclusive, em
Solea senegalensis, os TEs hAT correspondem a cerca de 1% do genoma, sendo os TEs mais

abundantes no genoma desta espécie (GARCIA et al., 2019).

1.3 TEs na evolugao do genoma

Os TEs possuem um “ciclo de vida”, descrito por Kidwell; Lisch (2001), o qual ¢
composto por trés fases: (i) uma fase de invasdo, onde ocorre amplificacdo das sequéncias,
aumentando seu nimero de copias € o surgimento de algumas mutagdes, que fazem com que
algumas sequéncias se deteriorem; (i) em seguida, uma fase de maturagdo, onde as taxas de
aumento no nimero de cdpias e perdas por mutacdes estdo mais ou menos balanceadas e; (iif)
a fase de senescéncia, que pode se estender por milhdes de anos, onde ndo ocorre mais a
amplificacdo, e essas sequéncias tendem a acumular mutacgoes e se degenerarem. Esse processo
de deterioracdo ocorre de diferentes maneiras de acordo com as diferentes estruturas e
mecanismos de amplificagdo dos TEs e acaba levando a uma perda de identidade destes
elementos (FERNANDEZ-MEDINA et al., 2012). Durante essa etapa de degeneragio ¢
possivel que essas sequéncias sirvam como matéria de base para que as mutacdes aleatorias
promovam inimeras modificacdes, as quais poderiam levar essas sequéncias assumirem novas
funcdes gendmicas, o que caracteriza o mecanismo denominado de coopc¢do molecular
(MILLER; MCDONALD; PINSKER, 1997). Portanto, os TEs podem influenciar na evolugao
do genoma de trés maneiras diferentes: através de alteracdes nas funcdes génicas pela sua
inser¢do, através da inducdo de rearranjos cromossdmicos e, como matéria de base para a
evolucdo de novos genes ou sequéncias regulatorias (FESCHOTTE; PRITHAM, 2007).

A forma mais simples em que os TEs podem alterar o genoma ¢ através de suas inimeras
transposi¢des, gerando aumento no tamanho e na diversidade do genoma (WARREN et al.,

2015). Em adigdo, entre diferentes grupos de espécies ha uma grande variagdo nas quantidades
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de TEs presentes em cada genoma, bem como na diversidade de classes e familias de elementos
presentes (WARREN et al., 2015). Além do aumento no tamanho do genoma, as inimeras
transposi¢des dos TEs podem causar alteragdes na expressao de genes, sendo que a inser¢ao de
um TE pode ocorrer em regides génicas dos genomas, podendo assim causar disfungdes
genéticas (CHENALIS et al., 2012). Ainda em relagéo a alteracdes causadas pela movimentagio
destes elementos, TEs do grupo dos Helitrons apresentam importante influéncia na evolugao
gendmica, pois frequentemente capturam e mobilizam genes, os quais podem ser destruidos por
acimulo de mutacdes se ndo ofereceram vantagens para o hospedeiro, ou podem ser mantidos
se apresentarem alguma vantagem (KAPITONOV; JURKA, 2001, 2007; THOMAS;
PRITHAM, 2015). Portanto, a captura de genes pode contribuir para a geragdo de novos
produtos génicos para o individuo, fazendo com que este elemento tenha potencial de gerar
variagdes no genoma ao longo da evolugdo (GRABUNDZIJA et al., 2016).

Outros estudos ainda demostraram a atuacdo dos TEs na origem de rearranjos
cromossOmicos, gerando variagdes estruturais entre cromossomos (BOURQUE et al., 2018;
EICHLER; SANKOFF, 2003; GLUGOSKI et al., 2018; LONGO et al., 2009). Variac¢des
estruturais como delec¢des, duplicacdes, inversoes e translocacdes podem ser geradas através de
recombinac¢do homdloga ou ectopica, sendo que, na escala evolutiva, estes rearranjos mediados
por TEs sdo um importante mecanismo que pode levar a especiagdo (WARREN et al., 2015).

Além destes casos, inimeros casos e processos ja foram descritos onde TEs degenerados
assumem novas fungdes para o genoma do hospedeiro, podendo executar papéis de regulagao
da expressdo, tanto transcricional quanto pos-transcricional (FESCHOTTE, 2008). Os TEs
podem atuar fornecendo material de base para o surgimento de elementos regulatérios, gerar
genes para microRNAs, ou ainda, mutacdes na sua sequéncia pode gerar informagao para outras
proteinas que podem ser funcionais para o organismo, entre outros (FESCHOTTE, 2008).
Sequéncias de TEs ndo autonomos (MITEs), geralmente presentes em genomas eucarioticos
em grandes quantidades, também sdo responsaveis por importantes alteragdes nos genomas dos
hospedeiros, os quais ja foram observados atuando na regulacdo da expressdo génica e na
geragdo de microRNAs e IncRNAs (MENZEL et al., 2014; PERUMAL et al., 2020; WANG et
al., 2016).

As insercdes de elementos transponiveis que sdo mantidas e se multiplicam ao longo da
evolugdo geralmente ocorrem em regioes denominadas “refugios seguros”, que sao regioes no
genoma onde alteragdes sao mais toleradas pelo organismo (WERREN, 2011). Nestas regides

eles ndo apresentam efeitos negativos significativos para o genoma e tem menos chances de
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serem eliminados ou silenciados e, consequentemente, esses elementos podem ser “cooptados”
pelo genoma (WERREN, 2011).

Sequéncias derivadas de TEs sdao observadas em muitas regides promotoras e possuem
atuagdo na regulacdo da expressdo destes genes (FESCHOTTE, 2008; WERREN, 2011).
Pesquisadores observaram que cerca de 25% dos promotores génicos do genoma humano
contém sequéncias derivadas de TEs (JORDAN et al., 2003). Em uma pesquisa realizada por
van de Lagemaat et al. (2003), a partir de analises nos genomas de humanos e camundongos,
os pesquisadores determinaram que genes do sistema imune, resposta a estresse e resposta a
estimulos externos apresentam altas quantidades de TEs em suas proximidades, os quais atuam
na regulacdo da atividade destes genes. O oposto ¢ observado em genes altamente conservados,
como aqueles relacionados ao metabolismo ou estrutura celular, onde alteragdes em sua
expressdo seriam menos toleradas (van de LAGEMAAT et al., 2003). A coopgao de proteinas
derivadas de TEs ¢ um mecanismo de grande importancia para a evolu¢ao dos sistemas de
defesa, onde proteinas derivadas de TEs assumiram importantes fungdes contra a invasio e
proliferagdao de agentes infecciosos, como virus e até contra outros elementos transponiveis
(JANGAM; FESCHOTTE; BETRAN, 2017). Inclusive, foi descoberto que a origem de
proteinas do sistema de recombinagdo V(D)J, presente em células do sistema imune de
vertebrados, ocorreu a partir de TEs da superfamilia Transib (KAPITONOV; JURKA, 2005).

Entre outros estudos envolvendo a coopgao molecular de TEs destacam-se a descoberta
de que genes sincitina, importante proteina para o desenvolvimento da placenta e sobrevivéncia
do embrido, se originaram a partir da coop¢ao molecular do gene para o envelope proteico (env)
presente em retrotransposons do tipo ERVs (endogenous retroviruses), sendo este evento de
grande importancia para a origem dos mamiferos placentarios (LAVIALLE et al., 2013). Além
destas novidades evolutivas, em Drosophila foi visualizado que elementos Helitron forneceram
sequéncias para sitios de ligacdo necessarios na formagdao do mecanismo de compensagao de
dose (ELLISON; BACHTROG, 2013).

Em peixes, Gao et al. (2020) encontraram casos em que TEs degenerados assumiram
novas fungdes, sendo descobertos quatro genes funcionais derivados de TEs da superfamilia
Tcl-Mariner, além de outros pseudogenes presentes em multiplas copias. Em peixes da familia
Parodontidae, Traldi et al. (2019) observaram a presen¢a de uma sequéncia com similaridade
ao retrotransposon ERV compondo parte da ORF para histona H1, e tendo em vista a
degeneracdo desta sequéncia, foi sugerida a possibilidade da coopgao molecular deste elemento

para geracao de histonas variantes.
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1.3.1 Atuagado dos elementos transponiveis na evolugdo dos cromossomos sexuais

E proposto que o primeiro passo para diferenciagio dos cromossomos sexuais,
inicialmente homdlogos (proto-cromossomos sexuais), seria a restricdo da recombinagdo entre
a regido que abriga o(s) gene(s) determinante(s) do sexo, processo geralmente desencadeado
por um acumulo de sequéncias repetitivas nesta regido de restricdo a recombinagdo
(CHARLESWORTH, 1991). Segundo Steinemann e Steinemann (1998), o acimulo de TEs
estaria envolvido na primeira etapa de diferenciagdo dos cromossomos sexuais em uma série
de organismos. Logo o aumento no contedo de DNA por acimulo de sequéncias repetitivas
seria uma das primeiras mudangas a ocorrerem nos cromossomos sexuais em formacao, sendo
um sinal de que a recombinacdo ¢ rara na regido restrita a0 cromossomo sexual heteromorfico
(CHARLESWORTH; CHARLESWORTH; MARALIS, 2005). O principal efeito desta falta de
recombinacdo seria entdo a instabilidade do cromossomo W/Y e sua degeneracdo, causando a
perda da maior parte da atividade génica (SLIWINSKA; MARTYKA; TRYJANOWSKI,
2016). A importancia da atuacdo dos elementos repetitivos na evolugao dos cromossomos
sexuais ¢ confirmada com a observagao de que os cromossomos sexuais, tanto de plantas quanto
de animais, apresentam diferentes tipos de sequéncias de DNAs repetitivos e em maiores
quantidades em comparagao com os autossomos (BISCOTTI; OLMO; HESLOP-HARRISON,
2015).

Segundo Sliwinska, Martyka e Tryjanowski (2016), a inser¢io e acamulo dos TEs nos
Ccromossomos sexuais ocorre na vizinhanca de genes ligados ao sexo e, ao longo da evolugao,
essas sequéncias podem adquirir fungdes de mediar mecanismos de regulagdo da atividade
génica nestes cromossomos. Como ja mencionado, além de atuar em fungdes regulatorias, os
TEs ainda podem induzir rearranjos cromossdmicos, como inversoes, delecoes e translocagdes
(CHALOPIN et al., 2015a). Logo, tais rearranjos podem ser importantes para a evolucao dos
cromossomos sexuais ao gerar heteromorfismo entre os cromossomos X/Y ou Z/W
(CHARLESWORTH; CHARLESWORTH; MARALIS, 2005).

Em um estudo a respeito da distribui¢cdo de TEs em cromossomos sexuais de peixes foi
proposto que a abundancia de TEs em regides determinantes do sexo indica que estes elementos
podem possuir sitios de ligacdo para fatores de transcricdo em genes envolvidos no
desenvolvimento gonadal ou, possuir envolvimento com mecanismos da compensagao de dose
para os cromossomos sexuais (CHALOPIN et al., 2015a). Logo, essas sequéncias podem

influenciar o curso da cascata de expressao génica para a determinacao do sexo doando novos
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elementos regulatorios (HERPIN et al., 2010; SCHEMBERGER et al., 2016). Em Oryzias
latipes foi detectada uma insercdo de partes de TEs na regido upstream do gene DmY (gene
duplicado a partir do dmrtl e presente no cromossomo Y), sendo que estes TEs alteraram a
possibilidade de regulacdo deste que foi considerado o principal gene para determina¢dao do
sexo em machos desta espécie (HERPIN et al., 2010). Para esta mesma espécie foi detectado
outro caso de insercao de um TE atuando na regulacao do dmrtl (presente nos autossomos), €
neste caso, a inser¢do do elemento Rex/ contribuiu gerando sitios de ligacdo de um fator de
transcricdo Sox5, o qual atua regulando a expressdo de dmrt/ (SCHARTL et al., 2018).

Os peixes teledsteos apresentam uma ampla variedade de sistemas de cromossomos
sexuais, os quais foram gerados através de multiplos eventos independentes na evolugdo das
linhagens, o que faz com que este seja um dos grupos mais interessantes para o estudo da
evolucdo dos cromossomos sexuais e da determinagdo do sexo (CHALOPIN et al., 2015a).
Parodontidae constitui um grupo de peixes Neotropicais que apresentam grande diversificagao
de sistemas de cromossomos sexuais, incluindo espécies com auséncia de cromossomos sexuais
diferenciados, com proto-cromossomos sexuais, com cromossomos sexuais diferenciados do
tipo simples ZZ/ZW, ou multiplo do tipo ZZ/ZW W, (SCHEMBERGER et al., 2011).

Ziemniczak et al. (2014) demonstraram que o cromossomo W de Parodontidae sofreu
diferenciagdo e degeneracdo de sua atividade génica através do acumulo se sequéncias
repetitivas de diferentes tipos e classes. Schemberger et al. (2014) isolaram uma biblioteca Cot-
1 para DNA repetitivo em Parodontidae e verificaram um intenso acimulo de sequéncias
repetitivas satélites e de elementos transponiveis, entre as quais, algumas foram relacionadas a
degeneragdo molecular do cromossomo W. Os TEs Tc/-Mariner também foram localizados na
regido especifica do cromossomo W (REW) e os dados de sequenciamento de DNA
identificaram intimeras copias MITES de elementos 7c/-Mariner em Parodontidae

(SCHEMBERGER et al., 2016).

1.3.2 Estudos moleculares em Apareiodon sp.

Recentemente, sequenciamentos de nova geragdo foram obtidos para Apareiodon sp.
(detentora de sistema de cromossomos sexuais ZZ/ZW). Estes dados resultaram na montagem
dos genomas macho (42 x cobertura) e fémea (47 x de cobertura) com objetivos de anotagdo da
fracdo repetitiva do genoma (SCHEMBERGER et al., 2019). Utilizando a ferramenta
RepeatMasker foi demonstrado que ~36% do genoma de Apareiodon sp. ¢ composto por DNAs

repetitivos, os quais estdo organizados em seus diferentes tipos (SCHEMBERGER et al., 2019).
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A 1idade relativa dos elementos transponiveis nos genomas macho e fémea foram estimadas
utilizando os valores distancias de Kimura-2 parameters (SMIT; HUBLEY; GREEN, 2015) e
demonstraram dois periodos (fases) mais intensos de invasdo de elementos transponiveis no
genoma de Apareiodon (SCHEMBERGER et al., 2019).

Utilizando a ferramenta RepeatExplorer foi demonstrada uma comparagao do niimero
de copias de elementos repetitivos entre os genomas macho e fémea. Entre os dados obtidos de
69 clusters, trés clusters tiveram maior propor¢ao no genoma fémea (SCHEMBERGER et al.,
2019). A analise destes clusters demonstrou que provavelmente os TEs DNA/CMC Enspm,
DNA/hAT, DNA/Helitron, DNA/Tcl-Mariner ¢ LTR/Gypsy estdo enriquecidos no genoma
fémea e, estes foram entdo selecionados e submetidos a localizacao in situ. Entretanto, os dados
combinados das andlises com o RepeatMasker, RepeatExplorer e localizacdo in situ
demonstraram que a fase mais antiga de invasdo gendmica de TEs no genoma de Apareiodon
apresentou as copias de elementos Tc/-Mariner, EnSpm e Helitron ¢ que foram responsaveis
pelo aumento de tamanho e organizagdo da REW (SCHEMBERGER et al., 2019). A taxa de
substituicdo neutra por geracao foi determinada para estes trés transposons de DNA, as quais
mostraram o mesmo periodo de invasao no genoma de Apareiodon sp., estimado entre 20 ¢ 12
milhdes de anos atrds (SCHEMBERGER et al., 2019). Além destes, os dados gendmicos
demonstraram maior propor¢do de sequéncias microssatélites no genoma fémea quando
comparado ao genoma macho. Estes microssatélites também demonstraram acimulos na REW
de Apareiodon sp. (SCHEMBERGER et al., 2019). Com isso, estes autores propuseram que a
fase de invasdao antiga de TEs acumulou sequéncias restritas a um elemento do par
cromossomico que culminou no evento de supressdo de recombinagdo no par protosexual para
origem do cromossomo sexual W em Apareiodon sp., com estimativa de inicio a cerca de 20
milhdes de anos atras. Desde entdo, a diferenciacdo molecular e a erosdo da atividade génica
do cromossomo W de Apareiodon sp. pode ter ocorrido por acimulos de sequéncias repetitivas
de diferentes tipos e classes, as quais podem formar dominios na cromatina e ter uma relagao
com o controle da expressdo dos provaveis genes da determinacgdo sexual.

A descrigao do perfil de deterioragdo dos TEs ¢ de grande importancia para elucidar
como ¢ a distribuigdo e abundéancia destes elementos no genoma (FERNANDEZ-MEDINA et
al., 2012). O conhecimento sobre o acimulo de TEs em genomas pode fornecer informacdes
sobre o desenvolvimento de caracteristicas especificas dentro de um grupo de espécies e os
mecanismos envolvidos na determinagdo destas caracteristicas (PLATT; BLANCO-

BERDUGO; RAY, 2016). Portanto, a medida que novos genomas se tornam disponiveis, ¢
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possivel uma ampliagao dos conhecimentos a respeito da contribui¢ao de diferentes TEs para

caracteristicas especificas de cada genoma e sua evolugcdo (SOTERO-CAIO et al., 2017).
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2. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

Elementos transponiveis sdo sequéncias que estdo envolvidas com frequéncia em
modifica¢des gendmicas e cariotipicas em eucariotos, consequentemente apresentando grande
influéncia na composicao e evolucao dos genomas destas espécies. Sabe-se que os genomas de
peixes apresentam uma grande diversidade cariotipica, mesmo entre espécies da mesma familia.
Nesse grupo ocorre diferentes sistemas de cromossomos sexuais sujeitos as modificagdes
impostas pelos TEs, além da maioria das espécies com dados gendmicos apresentarem grande
diversidade de tipos de TEs e maior abundancia de transposons de DNA. Estes TEs, até o
presente momento, ndo foram amplamente estudados para este grupo, principalmente em
espécies detentoras de sistemas de cromossomos sexuais ZZ/ZW e em grupos de espécies de
peixes Neotropicais. Assim, tendo em vista a importincia evolutiva destes elementos e a
escassez de estudos a respeito destas sequéncias voltados para peixes, o objetivo geral deste
trabalho foi a caracterizagdo dos TEs da superfamilia 24T nos genomas macho e fémea de
Apareiodon sp., bem como, a investigagdo a respeito da autonomia de sequéncias, degeneracao
molecular, presenga nos cromossomos sexuais, manutengdo como sequéncias neutras no
genoma ou, na proposi¢do de mecanismos de origem de DNAs satélites e coopgdo de

sequéncias.

Os objetivos especificos deste trabalho foram:

e Prospeccao e caracterizacado molecular de sequéncias 24T nos genomas macho
(ZZ) e témea (ZW) de Apareiodon sp.;

e A identificacdo da presenga de sequéncias e dominios funcionais e/ou
degenerados nas sequéncias das transposases de hAT;

e A identificacdo de sequéncias de TIRs e TSDs flanqueando as sequéncias das
transposases;

e A construcdo de agrupamentos de sequéncias de aminoacidos conservadas de
hAT de Apareiodon sp. com elementos de familias conhecidas na literatura para
sua correta identificacao;

e Estimativa do tempo de inser¢do e da consequente degeneracdo molecular destes
elementos transponiveis no genoma de Apareiodon sp.;

e Identificacdo e caracterizagdo de sequéncias MITEs de 44T,
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Avaliagao da distribuicao de sequéncias repetidas in tandem nos contigs com a
presenca de elementos 24T e identificagdo do possivel acumulo de sequéncias
repetidas in tandem no interior destes TEs;

Avaliagao da distribuicdo cromossomica de TEs pertencentes a superfamilia
hAT no caridtipo de Apareiodon sp. com atengdo especial aqueles localizados

nos cromossomos Z ¢ W.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Selegdo e caracterizagdo das sequéncias

A identificacdo e andlise das sequéncias dos TEs da superfamilia 24T foi realizada a
partir da informacao da fracdo repetitiva do genoma de Apareiodon sp., onde duas bibliotecas
(macho e fémea) haviam sido previamente sequenciadas por Schemberger et al. (2019) por
meio da plataforma Illumina HiSeq e anotadas com a utilizacdo do software RepeatMasker
(SMITH; HUBLEY; GREEN, 2013-2015) e de uma biblioteca customizada de sequéncias
repetitivas obtida com o RepeatModeler (SMIT; HUBLEY, 2008-2015). No presente trabalho,
para a selecdo de sequéncias dos TEs 24T na fragdo repetitiva foi realizada a anotagdo destes
elementos nos genomas macho e fémea de Apareiodon sp. com a utilizagdo do software
RepeatMasker (SMITH; HUBLEY; GREEN, 2013-2015). A anotacdo destas sequéncias em
ambos os genomas foi realizada utilizando uma biblioteca de TEs customizada, a qual foi obtida
a partir de TEs autbnomos ou mais conservados de peixes presentes nos bancos de dados
Repbase (KOHANY et al.,, 2006) e FishTEDB (SHAO et al.,, 2018). Essas sequéncias
conservadas de AT em peixes foram utilizadas para a obtengcdo de dominios proteicos
caracteristicos deste TE utilizando a ferramenta PFAM (EL-GEBALI et al., 2019). Nesta etapa
foi possivel prospectar trés dominios proteicos caracteristicos de 24T presentes em peixes (zf-
BED, Dimer Tnp hAT e DBD Tnp Hermes). Para a constru¢do desta biblioteca foi aplicada
uma metodologia similar a de Gao et al. (2016), que consistiu no uso das sequéncias de
aminoacidos como query para tBLASTn contra o genoma de Apareiodon sp. Sequéncias satélite
foram mascaradas na biblioteca e foi realizada uma filtragem para obtencao de sequéncias com
tamanho maior que 80 pb e mais de 60% de similaridade a TEs da superfamilia 24T para ambos
os genomas macho e fémea.

Em seguida, com a utilizagdo das sequéncias obtidas apds as etapas de filtragem para
remogao de sequéncias ndo caracteristicas de 74T e daquelas que detinham apenas repeti¢des
in tandem foi realizada a identificacdo e caracterizacdo dos dominios proteicos pertencentes a
hAT de Apareiodon sp. As sequéncias selecionadas foram submetidas a identificacdo e extracao
de suas ORFs com a utilizagdo do software getorf (EMBOSS version 6.6.0.0). Posteriormente
as sequéncias das ORFs obtidas foram utilizadas para a busca de dominios proteicos
pertencentes a hAT. Para isso, essas sequéncias foram analisadas com o software HMMER
(versdo 3.1bl), utilizando os parametros padrao baseados no banco de dados atualizado do

PFAM (EL-GEBALI et al., 2019). A partir da lista obtida, com todos os dominios detectados
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nas sequéncias analisadas foram filtrados os resultados para a obten¢ao das sequéncias com a
presenca de um ou mais dominios pertencentes a transposase de 24 7. Posteriormente ainda foi
realizada a filtragem das sequéncias de acordo com as principais familias observadas de acordo
com a classificagdo do RepeatMasker, onde foi detectada uma grande abundancia de quatro
grupos diferentes: hAT-Ac, hAT-Charlie, hAT-Blackjack e hAT-Tip100.

Para aqueles TEs que apresentaram suas sequéncias de nucleotideos maiores do que
1000 pb, assim tendo a possibilidade de apresentar uma transposase mais conservada, foram
realizadas andlises utilizando o software FGENESH (SOLOVYEV et al., 2006) buscando a
determinagdo da ORF para o gene da transposase ou do numero de éxons deste gene e a
localizagdo de sequéncias de inicio e término de transcricdo, além do alinhamento das
sequéncias de aminoacidos destas transposases com o software MUSCLE (EDGAR, 2004) para
observacao da conservacao de residuos de aminoacidos entre diferentes elementos.

Posteriormente, as sequéncias dos TEs foram analisadas para detec¢ao de TIRs e TSDs.
As TIRs foram identificadas pela busca manual de sequéncias entre 5 e 27 pb, com as
caracteristicas (T/C)A(A/G)NG, descritas por Rubin; Lithwick; Levy (2001) como a sequéncia
consenso de TIRs de #4T. Para as TSDs foram entao buscadas sequéncias de 8 pb adjacentes
as TIRs com as caracteristicas determinadas para cada familia como descritas por Arensburger
et al. (2011). Esta busca foi realizada entre as sequéncias que flanqueiam as porgdes 5’ ¢ 3’ das

sequéncias nas quais foram obtidos dominios da enzima transposase conservados.

3.2 Construgdo do Repeat Landscape

Foram construidos graficos Repeat Landscape para as sequéncias de 44T analisadas no
genoma macho e no genoma fémea de Apareiodon sp. Para construgao destes graficos foram
utilizadas as sequéncias previamente separadas nos quatro principais grupos de TEs hAT
obtidos em Apareiodon sp. segundo a classificagdo do RepeatMasker (hAT-Ac, hAT-Charlie,
hAT-Blackjack e hAT-Tip100).

Para a construgdo do grafico contendo a taxa de substituicdo de Kimura das
familias 24T no genoma de Apareiodon sp. em relagcdo ao tempo (landscape), as sequéncias de
cada familia (Ac, Blackjack, Charlie e Tip100) foram novamente submetidas ao programa
RepeatMasker v. 4.0.1 (http://www.repeatmasker.org/) seguindo os parametros do
desenvolvedor. Os resultados obtidos foram acurados pelos scripts
calcDivergenceFromAlign.pl e createRepeatLandscape.pl que geraram as taxas de substitui¢ao

de Kimura para cada familia 24T. O tempo de insercdo (T) das sequéncias foi calculado de
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acordo com o descrito por Schemberger et al. (2019) aplicando uma taxa de substituicao média
(r) de 107® sitios de substitui¢des sindnimas por ano caracteristica de TEs (ARKHIPOVA;
MESELSON, 2005) na formula T = k/2r (LI et al., 2019). Com isso, as taxas de substitui¢ao de
Kimura em relagao ao tempo de dispersao foram plotadas em um grafico de linhas construido

pelo pacote R ggplot2.

3.3 Agrupamentos de similaridade de sequéncias

As sequéncias similares a TEs hAT obtidas no genoma de Apareiodon sp. foram
utilizadas para a andlise da diversidade das diferentes familias de 24T distribuidas no genoma
desta espécie. Para esta analise foi realizada a selecao das sequéncias mais integras observadas
no genoma fémea de Apareiodon sp., as quais apresentaram todos os dominios da transposase,
além de também terem sido selecionadas as sequéncias que apresentaram apenas o dominio C-
terminal de dimerizagdo (Dimer tnp hAT), para as quais foram filtradas apenas as sequéncias
que apresentassem similaridade maior que 90% ao respectivo dominio de 24T e e-value menor
que 0,01. Apds, foram selecionadas sequéncias de TEs AT identificados entre as principais
familias 24T presentes nos bancos de dados atualizados do Dfam (STORER et al., 2021), e do
NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov) como identificadas por Arensburger et al. (2011) para
serem utilizadas como sequéncias de referéncia no agrupamento com as sequéncias de
Apareiodon sp. As respectivas sequéncias de referéncia utilizadas encontram-se listadas na
tabela 1.

Tabela 1: Sequéncias de referéncia obtidas através dos bancos de dados do Dfam e do NCBI
utilizadas para os agrupamentos de sequéncias hA4T de Apareiodon sp. Indicados os numeros de
acesso e IDs das sequéncias utilizadas, suas respectivas espécies e os grupos aos quais cada
sequéncia pertence.

N° acesso ID Espécie/Clado Classificacio
DF0002841 hAT-26 DR Danio rerio Ac
DF0002255 hAT-31 DR Danio rerio Ac
DF0003736 hAT-16 DR Danio rerio Ac
DF0000074 BLACKJACK Eutheria Blackjack
DF0003203 Chaplinl DR Danio rerio Charlie
DF0002322 hAT-5 DR Danio rerio Charlie
DF0003698 hAT-12 DR Danio rerio Charlie
DF0002972 hAT-13 DR Danio rerio Tip100
DF0003856 hAT-23 DR Danio rerio Tip100
DF0001293 hAT-1 Mam Monotremata Tagl
AAC37217 Hermes Musca domestica Hermes
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AFC96945 Tgf2 Carassius auratus Tgf2
BAAS87039 Tol2 Oryzias latipes Tol2
DF0001645 HOBO Drosophila hobo
CAB68118 Daysleeper Arabidopsis thaliana Daysleeper
CAA38906 Tam3 Antirrhinum majus Tam3
CAA93759 Restless Tolypocladium inflatum Restless
AAS21248 Herves Anopheles gambiae Herves
ABF20549 DrBusterl Danio rerio Buster
ABF20543 AeBusterl Aedes aegypti Buster
ABF20548 CsBuster Ciona savignyi Buster

Duas analises de agrupamentos de sequéncias foram realizadas para determinagdo da
diversidade das sequéncias 74T, uma contendo as sequéncias ditas conservadas da transposase
hAT em Apareiodon sp., e outro com as sequéncias do Dimer tnp hAT. Para isso, as sequéncias
selecionadas foram submetidas ao software MEGA-X (KUMAR et al.,, 2018), onde as
sequéncias de referéncia obtidas para cada familia foram alinhadas junto com as sequéncias
selecionadas de Apareiodon sp. através da ferramenta MUSCLE e os alinhamentos foram
submetidos para a constru¢do de arvores pelo método Maximum Likelihood com 1000

replicacdes.

3.4 Analise de sequéncias MITEs

As sequéncias hAT nao autdbnomas MITES foram analisadas e contabilizadas no
genoma de Apareiodon sp. através da utilizacdo do software MITE Tracker (CRESCENTE et
al., 2018), o qual realizou a prospeccdo de sequéncias MITES a partir dos genomas macho e
fémea de Apareiodon sp., buscando por sequéncias com estruturas caracteristicas das
sequéncias terminais destes elementos.

Os dados obtidos foram entdo filtrados para a obtencdo de sequéncias de MITES
correspondentes a transposons hA47. Para essa filtragem as sequéncias MITES obtidas foram
submetidas as ferramentas RepeatMasking (SMITH; HUBLEY; GREEN, 2013-2015) e
CENSOR (KOHANY et al., 2006), sendo entdo selecionadas as sequéncias que apresentassem
similaridade a 24T, as quais foram entdo agrupadas e contabilizadas entre as principais familias
observadas. Foram entdo analisadas as sequéncias de TIRs presentes nestes elementos para

determinagdo das sequéncias mais comuns para cada familia.

3.5 Avaliagdo da presenga de repeticoes in tandem associadas a hAT
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Foi realizado um levantamento de sequéncias repetidas in tandem contidas no interior
das sequéncias hAT. As repeti¢des in tandem foram anotadas nos genomas macho e fémea e
nos TEs a partir da utilizagdo de uma biblioteca customizada de DNA satélite obtida com o
software Repbase (KOHANY et al., 2006), junto com a utiliza¢do do software TRF (Tandem
Repeats Finder) (BENSON, 1999). Assim foram selecionadas as sequéncias de repeti¢ao in
tandem dos tipos mais representativos presentes no interior de TEs 24T, bem como, foram
contabilizadas as frequéncias de cada tipo de repeti¢do in tandem de forma comparativa nos
genomas macho e fémea de Apareiodon sp.

Também foram analisados os contigs do genoma de Apareiodon sp. com a presenca de
sequéncias hAT a respeito da abundancia de repetigdes in tandem presentes associadas a estes
TEs. Esta analise foi realizada através do software Dfam (STORER et al., 2021), onde os
contigs foram submetidos para a prospeccao de sequéncias de TEs e de repeti¢des in tandem
presentes nestas sequéncias. Em seguida foram selecionadas sequéncias com a presenga de

repetigoes in tandem flanqueadas por sequéncias similares a ZA4T.

3.6 Obtencdo de cromossomos mitoticos
A obtengdo de cromossomos mitoticos foi realizada de acordo com o método descrito
por Bertollo, Cioffi e Moreira-Filho (2015), a partir do material renal da espécie Apareiodon

sp., da familia Parodontidae, detentora de sistema de cromossomos sexuais do tipo ZZ/ZW.

3.7 Obtengdo das sequéncias e geragdo de sondas

Para o desenho dos primers, contigs do genoma de Apareiodon sp. contendo as
sequéncias de 74T foram alinhados no software MUSCLE (EDGAR, 2004) para a deteccdo de
regides de degeneragdo minima. A partir do alinhamento, foram desenhados primers para
amplificacdo por PCR de sequéncias parciais do TE 24T com o uso do software Primer3plus
(UNTERGASSER; NIJVEEN, 2007; ROZEN; SKALETSKY, 2000). Por meio destas analises
foram obtidos dois conjuntos de primers para realizacdo de PCR e obtengdo de amplicons
conforme descrito na tabela 2.

Tabela 2: Descrigdo dos primers, regides alvo e tamanho de amplicons na amplificagdo de hAT
no genoma de Apareiodon sp.

Alvo Nome Sequéncia Amplicon

Dominio BED HatFw_bed 5 GCAGCATTTTGGCTTCCTT 3’ ~ 610 pb
HatRv bed 5> AGCGATGTTGACCCCAGT 3’

Dominio DIMER HatFw_dimer 5" GAAGAGCGCCATACTCAACA 3’ ~ 680 pb

30



HatRv_dimer 5" TCAGGCAGAAGCAGAGACC 3’

BED at¢ DIMER HatFw bed 5’ GCAGCATTTTGGCTTCCTT 3’
HatRv_dimer 5" TCAGGCAGAAGCAGAGACC 3’

~1.900 pb

Posteriormente, o0 DNA genomico do figado de exemplares de Apareiodon sp. foi
extraido de acordo com o método brometo de cetil trimetilamdnio (CTAB) (DOYLE; DOYLE,
1990). A amplificacdo de #AT por PCR utilizando os primers obtidos utilizou rea¢do padrao
contendo 40 ng de DNA gendmico, 0,2 uM de cada primer, 0,4 mM de desoxinucleotideos
trifosfatos (ANTPs), 1x Taq tampao de rea¢dao (200 mM Tris, pH 8.4, 500 mM KCI), 2 mM
MgCl, e 1 U de Taq DNA polimerase (Invitrogen). Os parametros da amplificacdo padrao
foram: desnaturagdo inicial 10 min a 94 °C, 35 ciclos de trés passos (1 min a 94 °C, 45 segundos
a 60 °C e 2 min a 72 °C) e extensao final de 7 min a 72 °C. Os produtos da PCR foram
verificados em gel de agarose 1%. Os amplicons resultantes foram purificados utilizando o kit
PCR DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare) e submetidos ao sequenciamento
automatico de DNA utilizando sequenciador de DNA ABI-PRISM Genetic Analyzer (Applied
Biosystems). As sequéncias resultantes foram submetidas a confirmacdo de identidade dos
segmentos obtidos nos softwares online CENSOR e DFam. Confirmada a identidade, as
sequéncias foram marcadas com digoxigenina-11-dUTP utilizando o Digoxigenin Nick
Translation Labeling Kit (Jena Bioscience) para geracdo de sondas e posterior uso em

procedimento de localizagao in situ.

3.8 Localizacado in situ

A localizagao das sondas de hAT obtidas por PCR foi realizada pela técnica de
hibridagao in situ fluorescente (PINKEL; STRAUME; GRAY, 1986). A mistura de hibridagao
foi sintetizada com as seguintes condi¢des: 2.5 ng/uL de sonda, 20% formamida, 5x SSC, e
10% sulfato dextrano. A hibridag¢do ocorreu por 18 h a 42 °C. Banhos de pds-hibridiza¢do foram
realizados nas condic¢des: Triton X-100 0,3%/1xPBS em temperatura ambiente por 10 min,
Triton X-100 0,1%/1xPBS em temperatura ambiente por 5 min. Para a deteccdo de
fluorescéncia foi utilizado 10 pg/mL de anti-digoxigenin rhodamine (Roche Applied Science),
a qual foi incubada a 37 °C por 1 hora no tampao de detecgdo 5% NFDM/4% SSC. Os
cromossomos foram contracorados com 0,2 pg/mL de 4', 6-diamidino-2-fenilindole (DAPI) em
meio de montagem Vectashield (Vector, Burlingame, CA) e analisados em microscopio de
campo claro e epifluorescéncia Zeiss Axio Lab 1 acoplado ao software Zen Lite em Camera

Zeiss AxioCam ICM1, resolugao de 1.4 megapixels (Carl Zeiss®).
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3.9 Organizagdo dos cariotipos

As melhores metafases de fémeas da espécie Apareiodon sp. foram fotografadas e os
cromossomos organizados em cariotipos. Os cromossomos foram organizados em ordem
decrescente de tamanho e de acordo com a morfologia seguindo a classificagao de Levan et al.
(1964), obedecendo a regra de razdo de bragos e organizados conforme o caridtipo de

Apareiodon sp. descrito por Vicari et al. (2000).

32



4. RESULTADOS

4.1 Caracterizacdo molecular do elemento hAT

Apos as etapas de selecdo e filtragem das sequéncias dos TEs 24T foram identificadas
88.721 e 84.171 sequéncias com similaridade a hAT nos genomas fémea e macho de
Apareiodon sp., respectivamente. Essas sequéncias representam um total de 3.661.770 pb
dentro de genoma fémea, e 3.646.091 pb no genoma macho, correspondendo a ~ 0,4% do
genoma da espécie. Na biblioteca de fémea as sequéncias h4T apresentam tamanhos que
variaram de 80 — 3.976 pb, enquanto em macho estas variaram entre 80 — 3.963 pb.

As andlises na biblioteca de fémea demonstraram um total de 2.339 sequéncias que
apresentaram um ou mais dominios proteicos pertencentes a transposase de h47. Entre esses,
foi possivel detectar a ocorréncia de trés diferentes dominios, os quais sdo as trés sequéncias
pertencentes a transposons kAT identificadas pelo banco de dados do Pfam. Sendo estas, o
dominio N-terminal de dedos-de-zinco (zf-BED), um segundo dominio de ligagdo ao DNA
(DBD Tnp Hermes), ¢ o dominio C-terminal de dimerizacao (Dimer Tnp hAT). Ainda, dentre
estas sequéncias, apenas 11 apresentaram ambos os dominios C-terminal de dimerizacao e o
dominio N-terminal de dedos-de-zinco, e apenas duas sequéncias apresentaram o dominio C-
terminal de dimerizagdo junto com o dominio de ligacdo ao DNA do elemento Hermes.

Entre estas sequéncias da biblioteca 24T do genoma fémea com a presenca de dominios
proteicos pertencentes a transposase de hAT ainda foram selecionadas as sequéncias que
apresentasse seus dominios preditos com valor de e-value <0,01, sendo encontradas 258
sequéncias para o dominio de dimerizagdo C-terminal, o qual compreende a regido mais
conservada da transposase, 426 sequéncias para o dominio N-terminal de dedos de zinco, além
de ndo terem sido encontradas sequéncias com a presenca do dominio de ligacio ao DNA
relacionada a transposase de elementos da familia Hermes com valor de e-value <0,01 (Tabela
3). Em relacdo a integridade dos dominios obtidos para as sequéncias, foram observados 358
dominios de dedos-de-zinco com integridade superior a 90% e para a regido de dimerizagao

foram 193 dominios com integridade superior a 90% (Tabela 3).
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Tabela 3: Abundancia dos dominios caracteristicos de #A4T presentes no banco de dados do
Pfam nas sequéncias analisadas. Contagem dos trés dominios caracteristicos de #4AT com
integridade de suas sequéncias maior € menor do que 90% e e-value <0,01 no genoma fémea.

Dominio Integridade >90% Integridade <90%
zf-BED 358 68
Dimer tnp hAT 193 65
DBD tnp Hermes 0 0

As sequéncias totais dos genomas macho e fémea ainda foram separadas de acordo com
sua semelhanga a determinadas familias descritas para h4T. A lista das sequéncias #AT obtida
apos as etapas de selecdo e filtragem das sequéncias demonstrou uma grande abundancia de
sequéncias semelhantes a elementos pertencentes a quatro familias dos elementos 447, sendo
estas: hAT-Ac, hAT-Blackjack, hAT-Charlie e hAT-Tip100. Foram obtidas 51.878 sequéncias
no genoma fémea e 48.476 no genoma macho pertencentes ao grupo hAT-Ac, o qual foi o mais
numeroso, seguido por 14.832 sequéncias em fémea e 14.562 sequéncias em macho
pertencentes ao grupo hAT-Charlie. Para os elementos hAT-Blackjack foram obtidas 7.358
sequéncias em fémea e 7.254 em macho, e para hAT-Tip100, a familia menos numerosa, foram

observadas 2.250 sequéncias em fémea ¢ 2.211 em macho.

4.2 Analise da presenca de elementos hAT integros em Apareiodon sp.

Para a avaliagdo da presenga de elementos hAT integros em Apareiodon sp. foram
selecionadas nove sequéncias, as quais apresentaram tamanho maior que 1.000 pb juntamente
com dominios proteicos caracteristicos de transposases 24 T. Estas sequéncias foram analisadas
com uso do software FGENESH para a deteccao de possiveis ORFs para estes elementos e da
presenca ou auséncia de introns, onde foram observadas ORFs para a enzima transposase de

hAT com a presenca de um Unico éxon (Fig. 1).
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Figura 1: Representacao da regiao codificante da sequéncia de nucleotideos da transposase de
TEs hAT putativamente integros no genoma de Apareiodon sp. Indicados na legenda o sitio de
inicio da transcrigao (TSS), éxon, e sinal de poliadenilacao (PoliA).

As respectivas sequéncias de aminoacidos destes nove elementos analisados foram
entdo alinhadas para analises de suas sequéncias da transposase, onde foi determinado se havia
ou ndo a presenca de transposases que apresentassem todos os seus dominios proteicos integros.
A presenca de ORF para a enzima transposase de hAT apresentando seus quatro dominios
proteicos caracteristicos descritos na literatura (Fig. 2A) pode ser observada para as nove
sequéncias analisadas (Fig. 2B). Essas sequéncias que detinham os quatro dominios da
transposase apresentaram um tamanho aproximado de 600 residuos de aminodcidos. O
alinhamento destas sequéncias demonstrou um alto nivel de variabilidade (Fig. 2B), onde foram
poucos os aminoacidos comuns entre elas, inclusive uma das sequéncias (hAT-3_AP)

apresentou diversas inser¢des nao caracteristicas de 44T na sua sequéncia.
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Figura 2: Estrutura dos elementos 247 e sequéncias de aminodcidos da sua transposase. Em
(a) estrutura geral dos TEs hAT, com os quatro dominios caracteristicos de sua transposase
(BED, DNA binding, Catalytic e Insertion) descritos na literatura flanqueados pelas sequéncias
das TIRs. Os principais aminoacidos altamente conservados entre transposases 447, de acordo
com Atkinson (2014) e Yuan e Wessler (2011) apresentam-se destacados abaixo de cada
dominio, e os residuos cataliticos DDE apresentam-se destacados acima do dominio catalitico.
Em (b) alinhamento de nove sequéncias conservadas da transposase de 74T de Apareiodon sp.
pelo software MUSCLE. Os quatro dominios caracteristicos da transposase estdo indicados
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abaixo das sequéncias. Os residuos de aminoacidos conservados entre todas as sequéncias estao
indicados por (*), e os residuos altamente conservados entre as transposases de hAT,
responsaveis por fungdes cataliticas ou de ligacao as TIRs apresentam-se destacados em verde.

No entanto, dentre estas sequéncias, cinco apresentaram todos os residuos de
aminoacidos necessarios para a transposicao (sendo denominadas hAT-1 AP, hAT-4 AP,
hAT-5 AP, hAT-6 AP e hAT-7 _AP), os quais sdo altamente conservados entre transposases

de diferentes TEs 24T, sendo responsaveis por reagdes cataliticas e de ligacao as TIRs (Fig. 3).

hAT-1_AP B e T KCGFSFIEDKQGQKPQEVICNEYLAPASMKPSKLMRELQTKHPAYKDK ------- PVEFFQRRLHELKLSKKCLTASCSKQEQALR
hAT-4_AP FNTEWTDAYMFILPPPSTKPVELICCETV - -ALIKSANVKRHYETKHKAFDQSYPPKSELRTQKIRSLTAQYDQSTRVLSRAFSAQQRANE
hAT-5_AP MRLASARSDCEEKTYTPDSMAEKRKKTYHFHNEWEEEFFFTTVK - -NSCVEL IEGATV - -ATAKRHNVERHYRTCHISYHANYPPRSALREAKARELKAALCKQQSFFTRPVKNSQKATE
hAT-6_AP -KMSVSKQSKNKRKVDLEHRQ-------- FQEKWTVDYFFVEFN--ATATELIEKEKY - -AVLKEYNLKRESS TKHAEQYARYQGEE - -RERRVAQLRKDLSLQQNFFHRAKRESDAAVE
hAT-7_AP ----ATMSGPKKRKVDSECRV-------- FNKENTI'KYFITEVQ- -SKAVCLICKET\.-’- -A\-’LKEYNISRHYSTKHANYTNNQSTQE -RTATAQRLVAS LQAQQNTFTRQAAIQESSTK
--------------------------------------- 1 S
hAT-1_AP ASYHVALRIAKGKKPHTIAEELILPAAMDMVREVLDGAAA- - - - - - DKLKTIPLSNDTIARRIEDMSDNITQQTTARVQTSPYFALQMBESTDIANNATLLVYVRHVI- -DGDLQEQFLC
hAT-4_AP CSLRVARVLGKHKKA- - - - -- LYRCKCCQRVHDNSRGKEK - -DELCDKIEKIPLSACTATRRSEIRAQDSLSQLEEAICKAPCYGLAVDESTOVSDNAQLLVYIRFLNREKNEFCEDLLG
hAT-5_AP ASFRAAQF LIKKKKAFS - - DGEVFKEAMMIIANTVLKDEKYATDVISTLSDVQLGASTMARRVSAMSGNLADQLDRDLAKCRWFSLQCODESVDGSSTAQLMIFIRMVF -DDFSTKEELLT
hAT-6_AP ASYWSELIAKARKPFT--EGQFLKDCMLRAANILCPEKA------ TSFRNLSLSANTVAERISELSDDIYDQLQTKVRGFSAYSLAVDESTDVNDTAQLATFVRGIN-DQFEVTEELLS
hAT-7_AP ASYLLAFKLAKTSKPFS--EGEFLKECMAETAATLCPESK------ DKFEKISLSRRTVTRRVELIDED\.’ASKLNKKAESFTLYSLALDESGDVKDTAQLLIFIRGIN ENFEITEEFLA
—————————————————— DNA BINDING————————
hAT-1_AP SRELPTTTKAEDIFNSVDLYLSSVGLSHWEYCVGITTRGAASMTGKHSGVVKQILMRA------ PNATWNHEF LHREALAAKNMYPDLNEALQDVIKVVNHIKRSAK -SSRCFSNLCKDLG
hAT-4_AP VTPLQTTTKGEDIYLAIKEMLSKRGIEPKQVISITTORAPAMIGREKGAVA- - - -RLKKDNA - -NLISYHELTHQAVLCSA-LSDEYAEVMKTMMKI INFLRASSSCQHRMLREFLKEVD
hAT-5_AP LLPLKKTTRGVDIYNAVKEFFAEKKVPLEKLVSVTTOGAPAMIGRHTGFIA- - - -HCKGDTDFPNFLHYHELTHOQAL CAK -VI -GFEHVMTPUWKIINSIRSRAK-QHRTFKVLLEELS
hAT-6_AP LCPMRGKTTANEIFQQLCDVIDRAGLPHDKLVGITTBGAPAMTGRKNGLVAL IQRKLEEEHVVDPLIVLHEL THQOQALCSK - CL -KCASVMSVWWKCINYIRSRGL -QHRQFRAFLEEID
hAT-7_AP MES LRGKTRGED— -- RVSEVIQRHKLPWSTLVNV'ITDGSPN LTGKNVG L LKRIQERVKQNNPEQEVIF LHCIIIQE\-’LCK -CV LQLDHWKRWKLVNFIRARGL HHCQFIKC LEETD
.
hAT-1_AP SEHMQVLYHSEVRELSSGKVLSRFYELKTEIATFLSENNS - - - IYAELFDNDTW-LALVAYLADIFEHLNTLNVSMQGKGHNI FEQSDKIVAFKKKMALWVNHL SKDRLDMFPNACQEAQ
hAT-4_AP ANSDDLLLHNNVRELSKGRVLERFWSIRHEVTAFLEQLESQKAANFSVFLNDKKNMGIVAFLADIMSHLNGLNLQLQGKNNS ICDLMTAVRS FQRKLQVFKEDLQGD - YTQFPKVKEQVQ
hAT-5_AP AEYGDLLLHTEIRWLSRGRILLRFLSLLGEIKEFMQSKG----EDISLLEDTEWTLDL -AFLTDITGKLNHLNCELQGKGKAVADMISALNAFKAQMNIFSYHLQRKKVLHFPSVQMYLK
hAT-6_AP AAYGDVLYFTEVCRLSRGSVLKRFFELRQEIKEFMNEGR - - - - LHVSELDDPKWEMDL - AFLVDITQELNSLNLKLQGPNQLVTVAYDNVKAFSLKLRLWNAQVAEKNLSHFPTCKSVLE
hAT-7_AP ADHQDLLYHCNVRHLSLGK\J’CQR\MERLSHFNSYLRKLK-- --IFLSVTQ----- IGF- VILLLN'I'\"HMNELNVKLQGKDQFVHEMYTNVKSFKTKLALFSKQMSNTSFAHFPTL -ATLK
————————————————————————————————————— GNSERTION- S it PN
hAT-1_AP QLDTSAKKY - - LNKTIKEHLSKLQARFDDYFPE-RHGDNDNDWIRDPFSYNMESYML - - - - - - - - - - PSNEEHQLVELLCDQTLKKRFGDVSLSH----- FWCSDVMAE-YPSLATLAV
hAT-4_AP GHR---DV----- SSFVDFVHKLIENFSKRFDSFSIGEELTLFIQNPFLITDVRAFTNDVTHHFKWANTGP LQMOMIDLQADVALKEQFARTESTT----- FWLQMVSETAFPDLKKVAL
hAT-5_AP DNASASDTFDKVAEKYSQVINRLGQEFENRFCDLDQLEPCVSFISNPFMNVDTTCIAEQLSATFSL -DAGQVETETIVTLQNDLHLKAYQAASN - - - - - - - - FUWCLVDTEK-YSGVRTAAM
hAT-6_AP EGPSPFST----- DEYVAGLENLQQEFDQRFSDFKTYSDIFQIFADPFTYNVDSA- - - - - - - - - - - -~ PVMLOMELIDMQCSTDLKTKFREAQGKPNLVGQFLRELPPS - - FPKLSKLFM
hAT-7_AP EAPR--HV----- KKYRKLLDDLHGEFCRRFSDFGKIDKSLQLVSCPFTQDPETV-------- - - -~ PQELQLELVDLQCDT\-’LKEKFNSLKLDE ----- FYASLSAAK - FPNIQKMAQ
—————————————————————————————————————————— CATALYTIC
hAT-1_AP KTILPFSTTYLOESGFSTLVQLKSKQRNRLNTEH- - -DLRVTLST-VTPDFETLI - - - -KSKVHAQLSHLSQ- - - -
hAT-4_AP FILTMFGSTYSCOEAEFSTMNIIKTKYRSKLTNEHLHMCMRMALTS - FKPRFKML - ---- AGQAKAQFSHAGEIGG-
hAT-5_AP KVASLFGSTYLCESAFSDMNF IKNKHRETRLTDAHLQDS LRVAVSS -YTPDYNTLVNSMQCQASHQTRCSQWQHGSA
hAT-6_AP RVLCLFGSTYLCEKLFSTMSFNKSKHRESRLTDAHLQATIIRVSTANSLKANVAHL - - - - - CQK---KHCQVSDSKHA

hAT-7_AP RML\."LFGSTYVCEQTFSVMNTNKAPHRSQLSDEHLRSVLRIA'ITK LTPDFDI-\L ————— AKKGDOQHCSHK - - - - -

= oEw owm owE = o= ® %

Figura 3: Alinhamento das cinco sequéncias mais conservadas das transposases hZAT de
Apareiodon sp., as quais apresentaram todos os residuos de aminoacidos necessarios para a
atividade de transposicdo de acordo com Atkinson (2014) e Yuan e Wessler (2011)
conservados. Os quatro dominios caracteristicos da transposase estdo indicados abaixo das
sequéncias. Os residuos de aminoacidos conservados entre todas as sequéncias estdo indicados
por (*), e os residuos altamente conservados entre as transposases de 447, responsaveis por
fungdes cataliticas ou de ligacdo as TIRs apresentam-se destacados em verde.

As nove sequéncias previamente utilizadas, que apresentaram a sua sequéncia da
transposase mais conservada, ainda foram utilizados na busca de sequéncias em suas
extremidades 5’ e 3° com caracteristicas de TIRs e TSDs de elementos 24 7. Foram encontradas

TIRs 5’ e 3’ similares aquelas descritas para elementos 247 em todas as cinco sequéncias que
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apresentaram maior conservagdo, as quais detém tamanhos de 8 a 18 pb (Tabela 4). Ja
sequéncias TSDs foram encontradas adjacentes as TIRs em apenas trés destas sequéncias, e
apenas duas apresentaram TSDs integras, com todas as bases conservadas tanto na porg¢ao 5’

quanto na 3’ (Tabela 4).
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Ao fim destas andlises foram obtidas cinco sequéncias que apresentaram todas as
caracteristicas necessarias para serem elementos integros e possivelmente autonomos: hAT-
1_AP, hAT-4 AP, hAT-5 AP, hAT-6 AP e hAT-7AP. Estas sequéncias, putativamente
integras, apresentaram tamanho aproximado de pouco mais de 2.000 pb, com sequéncias de
TIRs em suas extremidades e uma ORF interna com todos os dominios da enzima transposase

contendo cerca de 600 residuos de aminoacidos.

4.3 Agrupamentos de similaridade e identifica¢do de diversidade de sequéncias

A construcao das arvores ML com as sequéncias de aminoacidos das transposases dos
elementos AT revelou a distribui¢do destes elementos nas quatro familias mais abundantes
previamente descritas para Apareiodon sp. (Fig. 4). Para o agrupamento com os elementos que
apresentaram suas sequéncias transposase integras foi obtida uma maior abundancia de TEs
hAT pertencentes a familia Charlie, sendo estas cinco sequéncias entre as nove utilizadas para
o agrupamento (Fig. 4A). Para os outros grupos foram obtidas duas sequéncias pertencentes ao
grupo Ac, sendo uma sequéncia (hAT-2 AP) com similaridade a familia Tagl, enquanto os
grupos Blackjack e Tip100 exibiram apenas uma sequéncia cada (Fig. 4A).

Ja em relagdo ao agrupamento com as sequéncias que apresentaram dominios C-
terminais de dimerizacdo (Dimer Tnp hAT) conservados foi observada uma grande abundancia
de sequéncias pertencentes ao grupo Ac, distribuidas em uma maior diversidade de familias
(Fig. 4B). Para os outros grupos foi obtido um niimero menor de sequéncias pertencentes aos

grupos Charlie e Tip100, sendo Blackjack o grupo menos abundante (Fig. 4B).
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Figura 4 — Agrupamentos de sequéncias utilizando o método Maximum Likelihood (ML) com
as sequéncias de aminoacidos das transposases hAT de Apareiodon sp. e sequéncias de
referéncia pertencentes as principais familias identificadas para elementos #47. Em a)
agrupamento das nove sequéncias ditas conservadas e que apresentaram todos os dominios
pertencentes a hAT em Apareiodon sp. Em b) agrupamento das sequéncias com a presenca de
dominios de dimerizagdo C-terminais conservados de Apareiodon sp. Os quatro grupos
principais obtidos (Ac, Blackjack, Charlie e Tip100) foram representados em cores nos ramos
dos agrupamentos.

4.4 Analise da invasdo do TE hAT no genoma

Para a analise a respeito da invasdo dos elementos 24T no genoma de Apareiodon sp.
as sequéncias hAT totais dos genomas macho e fémea, separadas nas principais subfamilias
encontradas (Ac, Charlie, Blackjack e Tip100), foram utilizadas para a constru¢ao dos graficos
do Repeat Landscape.

Andlises dos graficos de substituicdo nucleotidica ndo demonstraram grandes diferencas
de distribuicdo das sequéncias £4T nos genomas macho e fémea de Apareiodon sp. (Fig. 5). A
analise dos graficos ainda demonstrou que as copias 24T comegaram a se expandir no genoma
de Apareiodon sp. em um periodo de aproximadamente 20 milhdes de anos atrds, com duas
principais ondas de invasdao no genoma, sendo uma primeira menor em um periodo entre 20 e
12 milhdes de anos atrds, com uma maior abundancia de sequéncias do grupo Ac, € uma
segunda onda de invasao maior mais recente (a menos de 5 milhdes de anos atrds) com maior
abundancia de sequéncias Ac, Blackjack e Charlie respectivamente, € com a auséncia de novas

inser¢des Tip100 (Fig. 5).
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Figura 5: Estimativa de abundancia e do tempo de insercao dos elementos correspondentes as
familias Ac, Blackjack, Charlie e Tipl00 (superfamilia hAT) em Apareiodon sp. Os picos
indicam as ondas de invasdo dos diferentes grupos de 24T nos genomas macho (a) e fémea (b)
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de Apareiodon sp. O eixo X indica estimativa do periodo de invasao dos elementos nos genomas
(em milhdes de anos), enquanto o eixo Y indica a abundancia (%) destas sequéncias no conjunto
total de sequéncias 24T presentes no genoma de Apareiodon sp.

4.5 Analise de sequéncias MITEs

Com a analise das sequéncias MITEs pertencentes a superfamilia 24T com uso do
software MITE Tracker foi obtido um total de 1.277 sequéncias MITEs no genoma fémea e
1.296 sequéncias MITEs no genoma macho com caracteristicas de TEs hAT, as quais
apresentaram tamanhos de 53 a 800 pb. Dentre estas sequéncias no genoma fémea, 430
pertencem ao grupo Ac, 620 ao grupo Blackjack, 115 ao grupo Charlie e 112 ao grupo Tip100.
Para o genoma macho foram obtidas 431 sequéncias do grupo Ac, 630 de Blackjack, 135 de
Charlie e 100 de Tip100.

Em relacdo a andlise das sequéncias TIRs destes elementos, as sequéncias TIRs
representativas de cada elemento encontradas nesta analise foram utilizadas para agrupa-los nas
quatro respectivas subfamilias (Tabela 5). Foram obtidas TIRs com tamanhos de 9 a 18 pb,
onde muitas se apresentaram bem conservadas para grande parte destes elementos, com
sequéncias idénticas ou quase idénticas observadas entre elementos diferentes (Tabela 5).
Também foram demonstradas quais sequéncias apresentaram TSDs mais conservadas

caracteristicas de TSDs de TEs 24T adjacentes as TIRs (Tabela 5).
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Tabela 5: Sequéncias de TIRs e TSDs obtidas para os elementos MITEs pertencentes ao grupo
dos TEs hAT de Apareiodon sp. As sequéncias foram agrupadas de acordo com as quatro
subfamilias mais abundantes observadas (Ac, Blackjack, Charlie e Tip100).

Sequéncia TIR TSD
Ac
MITE 181 TAGGCCTGCCACGATAA
MITE 77 TAGGCCTGCCGCGATAA
MITE 57 TAGGCCTGCCGCGATA
MITE 65 TAGGCCTGCCACGATA GTTTTACT
MITE 107 TAGGGCTGCACGATAT GTGGGTGG
MITE 430 TAGGGCTGCATGATAT
MITE 178 TATAGGCCTGCT
MITE 15 TCTAGGCCTGCC
MITE 1478 TAGTGATGGGCA
Blackjack
MITE 1 TAGGGTGACCAGA TGTAAAAG
MITE 460 TAGGGTGACCATA ATATAT
MITE 532 TAGGGTGACCATG
MITE 1083 TAGGGTGACCAT
MITE 2759 TAGGGTGACCATAT GTAAAGCT
Charlie
MITE 329 CAGGGGTTCTCAACTGGT
MITE 403 CAGGGGTCGGGAACCT
MITE 2543 CAGTGGCGTGCACACA
MITE 4802 CAGTGGTTCTCAAACT CTTTAAAT
MITE 4799 CATTGGTTCTCAAACT CCTGAC
MITE 303 CACAGTTTGAGT
Tip100
MITE 4249 CAGTGGCGGTTCTAG
MITE 4296 CAGTGGCGGTTCTGG
MITE 4488 CAGGGGTGTAGTA
MITE 4026 CAGGGGCGA

4.6 Analise da presenca de sequéncias repetidas in tandem associadas a hAT

Foi analisada a presenca de sequéncias repetidas in tandem no interior das sequéncias

hAT, onde foi possivel verificar que algumas sequéncias do elemento 24T de Apareiodon sp.

apresentaram associagdo com diferentes tipos de sequéncias microssatélites. Foram detectadas
as sequéncias microssatélites (GA)n, (AC)n, (TAA)n, (CAT)n, (TA)n, (GAA)n, (GATA)n,
(CA)n, (CAA)n, (CG)n, (CAGA)n e (CTAT)n internas a hAT em diferentes proporcdes entre

elas no genoma Apareiodon sp. (Tabela 6).
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Tabela 6: Estimativa da abundancia (% dentro das sequéncias pertencentes a superfamilia 74 7)
de sequéncias microssatélites encontradas nas bibliotecas 24T de macho e fémea de Apareiodon

sp.
Microssatélite Macho Fémea

(GA)n 9,2918% 10,6522%
(AC)n 1,8784% 1,9397%
(TAA)n 0,0125% 0,0107%
(CAT)n 0% 0,0007%
(TA)n 1,6035% 1,5730%
(GAA)n 0,0011% 0,0005%
(GATA)n 0,0574% 0,0482%
(CA)n 2,0242% 1,9962%
(CAA)n 0,0003% 0,0003%

(CG)n 0,0001% 0%
(CAGA)n 0,0508% 0,0586%
(CTAT)n 0,0445% 0,0437%

Em relagdo a abundancia destas sequéncias nos genomas, o microssatélite (GA)n foi o

mais abundante no interior das sequéncias 447, representando cerca de 9% da biblioteca hAT

no genoma macho e 10% da biblioteca 747 em fémea (Fig. 6) e contendo expansdes com

tamanho entre 10 e 388 pb. As sequéncias (AC)n, (TA)n e (CA)n apresentaram proporgoes em

torno de 1-2% das sequéncias 747 em ambos os genomas (Fig. 6), e tamanhos das expansdes

variando entre 10 — 318, 10 — 292 e, 10 — 438 pb, respectivamente. Os demais microssatélites
detectados [(TAA)n, (CAT)n, (GAA)n, (GATA)n, (CAA)n, (CG)n, (CAGA)n ¢ (CTAT)n]

apresentaram proporcdes menores que 1% nas bibliotecas 74T de ambos os genomas (Tabela

6).
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Figura 6: Distribuicdo de DNAs microssatélite mais abundantes (> 1% dentro da biblioteca da
superfamilia 24T) pelas sequéncias dos TEs 24T de Apareiodon sp. dos genomas macho (azul)
e fémea (vermelho).

Contigs com a presenca de sequéncias da superfamilia 24T degeneradas no genoma
fémea foram submetidas a andlises de suas sequéncias repetitivas através do software Dfam,
com o objetivo de visualizar a distribuicdo de sequéncias repetitivas internas ou associadas a
elementos #AT. Nesta andlise foi possivel de observar expansdes de repeticdes microssatélites
inseridas internamente ou entre fragmentos de sequéncias 74T degeneradas (Fig. 7). Ao mesmo
tempo, também ¢ possivel a visualizagdo do enriquecimento destes contigs com outras
sequéncias repetitivas, onde foram observadas outras sequéncias de transposons de DNA e de
retrotransposons, além de diferentes repeticoes de DNA microssatélite e satélite (Fig. 7).

Em relacdo aos diferentes tipos de sequéncias microssatélite observadas associadas a
hAT, o NODE 58801 length 2458 cov 9.53711 apresentou fragmentos de h4T associados
com repetigdes TAT (Fig. 7). J& no NODE 65599 length 1993 cov 16.1206 foram
observadas repetigoes GT entre fragmentos hAT (Fig. 7). O
NODE 17394 length 13969 cov 9.47233 apresentou fragmentos menores similares a
elementos  hAT  associados com  repeticoes AC e TA (Fig. 7). O
NODE 2260 length 57153 cov 9.75052 demonstrou as repeticoes AC e AAGTCGCTAG
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associadas a fragmentos hAT (Fig. 7). J4& o NODE 11682 length 20617 cov 16.1067
apresentou repeti¢cdes A junto a fragmentos hAT (Fig. 7).
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Figura 7 — Cinco exemplos de contigs do genoma fémea de Apareiodon sp. analisados através
do software Dfam demonstrando a presenca de sequéncias repetidas in tandem associadas a
sequéncias hAT. Sao destacadas com * e circulos em vermelho as sequéncias especificas de
TEs do tipo 24T (laranja) com a presenca de associacdes com sequéncias repetidas in tandem
(preto). As identificagdes dos contigs sdo indicadas acima de cada imagem.

4.7 Localizacgdo in situ

Cromossomos mitdticos da espécie Apareiodon sp. foram submetidos a técnica de FISH
com a utilizagdo de sondas obtidas com similaridade as sequéncias de elementos do tipo hAT
desta espécie. A localizagdo in situ demonstrou que elementos da superfamilia 24T apresentam
sua distribui¢do dispersa pelos cromossomos de Apareiodon sp. (Fig. 8).

Foram observados sinais da sonda 447 nas regides terminais de quase todos os pares de
cromossomos, com exce¢do dos pares 7, 20 e 23 (Fig. 8). Pequenos aciimulos em regides
intersticiais dos cromossomos foram observados principalmente no par 19, além de fracos sinais
nos pares 1, 5, 8, além do cromossomo Z (Fig. 8). Em relagdo aos cromossomos sexuais Z e W,
nao foram detectados acumulos diferenciais na regiao heteromorfica do cromossomo W (Fig.
8).
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Figura 8 — Caridtipo de Apareiodon sp. submetido a técnica de FISH com sonda da

superfamilia 24T (vermelho). Os cromossomos foram contracorados com DAPI. Barra = 10
pm.
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5. DISCUSSAO

5.1 Caracterizagdo molecular dos TEs hAT no genoma de Apareiodon sp.

Os elementos das superfamilias 7c/-Mariner e hAT sdo os transposons de DNA mais
abundantes no genoma de Apareiodon sp. (SCHEMBERGER et al., 2019). Por outro lado,
poucos sdo os estudos sobre a caracterizacao molecular e a localizagdo in situ de TEs hAT em
Teleostei. Nesse grupo, dados existentes em relagdo a superfamilia 247 focam no estudo do
elemento 70/2 em espécies marinhas (COSTA et al., 2013; FISCHER et al., 2004; HORI et al.,
1998; KOGA et al., 2000, 2011) ou da diversidade e abundancia de familias 24T em Danio
rerio, Oryzias latipes, Gasterosteus aculeatus e Tetraodon nigroviridis (GAO et al., 2016).
Neste estudo, ¢ apresentada uma primeira caracterizagdo gendmica e molecular de transposons
de DNA /AT em uma espécie de peixe Neotropical detentora de sistema de cromossomos
sexuais ZZ/ZW.

Elementos 24T com transposases funcionais apresentam tamanhos entre 2.000 a 5.000
pb (ATKINSON, 2014; ORTIZ; LORETO, 2009). Em Apareiodon sp., nas mais de 80.000
sequéncias 14T encontradas em ambos os genomas, apenas 92 sequéncias no genoma fémea e
88 sequéncias no genoma macho apresentaram tamanhos maiores do que 1.000 pb e sem
interrupgdes por sequéncias in tandem ou outros TEs. Da mesma forma, mais da metade destas
sequéncias apresentaram tamanhos entre 80 - 200 pb e, dominios proteicos relacionados a
transposase de 24T s6 foram encontrados em pouco mais de 2.000 sequéncias. De modo similar
a todos TEs, elementos hAT apresentam a maior parte de suas cOpias nao autonomas ou
degeneradas, e muitas vezes com a presenga de poucas ou nenhuma cdpia autdbnoma nos
genomas eucarioticos (KARAKULAH; PAVLOPOULOU, 2018; RUBIN; LITHWICK;
LEVY, 2001).

Elementos hAT autonomos foram descritos nas espécies dos peixes Tetraodon
nigroviridis (FISCHER et al., 2004) e Oryzias latipes (HORI et al., 1998; KOGA et al., 2011;
KOGA; HORI, 1999). Em comum, estes elementos 24T tiveram um tamanho entre 2,000 a
4,000 pb e TIRs de aproximadamente 20 pb (FISCHER et al., 2004; HORI et al., 1998). Em
Apareiodon sp., apesar da detec¢ao de varios dominios proteicos caracteristicos de 24T com
altos niveis de integridade de suas sequéncias, poucas sequéncias reuniram todas as condi¢des
para serem possivelmente autonomas. As transposases ja conhecidas de hAT apresentam
tamanho variando de 500 a 800 aminoacidos (LADEVEZE et al., 2012; ROSSATO et al.,

2014). ORFs de transposases hAT possivelmente integras no genoma de Apareiodon sp.

50



resultaram em tamanhos aproximados de 600 aminoacidos, entre as quais foi detectada pouca
similaridade de residuos de aminoacidos conservados em cada um dos quatro dominios
proteicos. Estes resultados sao condizentes com a provavel ocorréncia de diferentes familias de
hAT no genoma e corroboram as informagdes presentes na literatura, onde foi relatada a baixa
similaridade das sequéncias dos aminoacidos nas sequéncias de diferentes tipos de transposases
hAT (ATKINSON, 2014; ZHOU et al., 2004).

Ainda, nas andlises das sequéncias de DNA que contém essas transposases
possivelmente integras, em cinco sequéncias foram encontrados os elementos necessarios a
transcricdo, bem como a observagao de uma ORF transposase organizada em um tnico éxon,
diferindo um pouco em relacdo ao encontrado para outras espécies de peixes, onde foram
encontrados elementos com genes para transposase organizados em até quatro éxons (HORI et
al., 1998; KOGA et al., 2011).

Na transposase hAT, a regido N-terminal com dominios de dedos-de-zinco (ZF-BED)
se caracteriza por sua funcdo de ligagdo ao DNA, sendo assim responsavel por ligar a
transposase as TIRs e as regides subterminais do TE (JIANG et al., 2016). Usualmente este
dominio se apresenta relativamente conservado entre diferentes TEs (ORTIZ; LORETO, 2009).
O segundo dominio de ligagdo ao DNA, localizado ao lado do dominio de dedos-de-zinco,
também exerce a funcdo de ligagdo entre a enzima transposase com as TIRs e regides
subterminais, além de possuir uma regido importante para a dimerizacdo da proteina
(HICKMAN et al., 2005). Assim como descrito para outros organismos, esse segundo dominio
de hAT e o seu dominio de inser¢ao detectados no genoma de Apareiodon sp. representam as
regides menos conservadas da transposase e, desta forma, corrobora com a descricdo que sao
as regides mais varidveis entre elementos de diferentes familias (ARENSBURGER et al.,
2011).

O dominio catalitico DDE da transposase hAT esta dividido em duas partes devido a
presenca do dominio de inser¢ao entre elas (ATKINSON, 2014; YUAN; WESSLER, 2011). O
dominio de insercdo esta localizado entre o segundo residuo D e o residuo E do dominio
catalitico e ¢ considerado a parte mais varidvel da transposase hAT (ATKINSON, 2014).
Motivos conservados no interior do dominio de inser¢do sdo responsaveis por estabilizar a
estrutura em grampo formada no inicio da transposi¢do do TE (DAVIES et al., 2000;
HICKMAN et al., 2005). Ja o dominio catalitico ¢ o responsavel pela reacao de clivagem das
extremidades do TE e pela transferéncia do elemento para outra regido do genoma

(ATKINSON, 2014). Como caracteristica, a segunda parte do dominio catalitico (Dimer tnp
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hAT), localizada na por¢ao C-terminal, a qual também ¢ importante para a dimerizacdo da
proteina, mostra-se como sendo a regido mais conservada entre as transposases quando
comparada com varios elementos de diferentes familias (ESSERS; ADOLPHS; KUNZE, 2000;
KEMPKEN; WINDHOFER, 2001; WARREN; ATKINSON; O’BROCHTA, 1994).

A sequéncia (T/C)A(A/G)NG foi determinada como sendo um consenso presente nas
TIRs do TE AT (RUBIN; LITHWICK; LEVY, 2001). Como caracteristica, as TIRs dos
transposons de DNA /AT apresentam fracas sequéncias consenso, com tamanhos variando de
5427 pb de baixa similaridade, mas que usualmente conservam uma adenina na segunda e uma
guanina na quinta posi¢ao (ATKINSON, 2014). Ainda, os cinco primeiros pares de bases da
TIR s3o os mais importantes do elemento, pois sdo os responsaveis por interagir com varios
aminodcidos da transposase, em especial a adenina da segunda posicdo (ATKINSON, 2014).
Na biblioteca hAT de Apareiodon sp. foram encontradas cinco sequéncias com ORFs
possivelmente integras para transposase € com a presenga de TIRs em suas extremidades, as
quais apresentaram de 8 a 18 pb e conservaram os nucleotideos ditos essenciais para a ligagao
da transposase. Com excecao destes nucleotideos essenciais as TIRs, os demais segmentos
exibiram sequéncias bem divergentes entre si nos TEs 24T de Apareiodon.

Os TEs hAT geram TSDs de 8 pb no momento de sua inser¢do, ¢ assim como as TIRs,
apresentam fracas sequéncias consenso, além de apresentarem caracteristicas especificas para
cada um dos grupos de 74T (ATKINSON, 2014). TEs do grupo Ac geram uma TSD com a
sequéncia consenso 5’ nTnnnnAn 3’°, enquanto o grupo Buster apresenta a sequéncia consenso
5’ nnnTAnnn 3’ (ARENSBURGER et al., 2011). Ainda nao foi determinada uma sequéncia
consenso para as TSDs do grupo Tip. Em Apareiodon sp. foram observadas trés sequéncias que
apresentaram TSDs adjacentes as TIRs, sendo apenas duas que apresentaram TSDs conservadas
idénticas em ambas as porgdes 5’ e 3°. Essas sequéncias que apresentaram TSDs conservadas
detinham caracteristicas de TSDs de elementos Buster, com as bases TA conservadas na quarta
e quinta posicdo da TSD, sugerindo uma provavel transposicao recente destes elementos no
genoma.

Assim sendo, € possivel a inferéncia da presenga de cinco sequéncias possivelmente
autonomas no genoma de Apareiodon sp.: hAT-1_ AP, hAT-4 AP, hAT-5 AP, hAT-6 AP e
hAT-7AP, as quais apresentaram conservagao de TIRs com as bases consideradas fundamentais
para reagdes de ligagao com dominios da transposase e uma ORF para a transposase com todos
os dominios conservados. Dentre estas sequéncias, trés ainda apresentam evidéncia de atividade

recente devido a conservagdo de TSDs adjacentes as respectivas sequéncias de TIRs.
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5.2 Agrupamentos e andlise de diversidade e elementos hAT em Apareiodon sp.

Elementos da superfamilia 247 sdo diversos e ja foram organizados em trés principais
grupos e diversas familias (ARENSBURGER et al., 2011; ROSSATO et al., 2014). O grupo
Ac detém elementos amplamente distribuidos em plantas e animais e, agrupa diversas familias
jé& estudadas, como os primeiros elementos descritos Activator, Tam3 ¢ Hobo (WARREN;
ATKINSON; O’ BROCHTA, 1994). Retine também o elemento Hermes, o qual apresenta a
estrutura molecular de sua transposase bem descrita (HICKMAN et al., 2005, 2018), além dos
elementos Tol2 e Tgf2 descritos para peixes (HORI et al., 1998; JIANG et al., 2016; KOGA et
al., 2000, 2011). O grupo Buster caracteriza-se por TEs predominantemente distribuidos entre
os genomas animais, compreendendo os elementos das familias Buster, a qual deu o nome ao
grupo (ARENSBURGER et al., 2011), Charlie, inicialmente descobertos em humanos (SMIT,
1999), SPIN, descritos em diversas espécies animais (GILBERT et al., 2010; PACE et al.,
2008), entre outras. Ja o grupo Tip é o mais recentemente descrito, compreendendo elementos
distribuidos entre plantas e animais, incluindo algumas familias como Tip100, BuT2 de
Drosophila, entre outras (ATKINSON, 2014; ROSSATO et al., 2014; ZHANG et al., 2013).

No presente trabalho os agrupamentos de sequéncias utilizando a transposase € o
dominio Dimer tnp hAT para a andlise da diversidade dos elementos da superfamilia 24T
demonstrou sequéncias representativas de quatro diferentes grupos (Ac, Blackjack, Charlie e
Tip100) no genoma de Apareiodon sp., os quais compreendem TEs que se incluem nos trés
principais grandes grupos de elementos 24T: Ac (Ac), Buster (Charlie) e Tip (Tip100). Estes
trés principais grupos diferenciam-se principalmente por caracteristicas especificas em suas
transposases, especialmente entre o dominio de ligacdo ao DNA e o dominio de inser¢do, ou
ainda pela estrutura das TSDs formadas no momento de sua insercdo, havendo sequéncias
especificas formadas para os diferentes grupos (ARENSBURGER et al., 2011). Dentro de cada
grupo foi possivel determinar ainda a presenca de sequéncias similares a diferentes tipos de
elementos, os quais corroboram para a diversidade de elementos 24T em Apareiodon sp.

Resultados semelhantes para a ocorréncia das familias 24T presentes em Apareiodon
sp. também foram descritos nos genomas de outros peixes, como Paralichthys olivaceus, Solea
senegalensis, Danio rerio, Oryzias latipes, Gasterosteus aculeatus e Tetraodon nigroviridis
(GAO et al., 2016; GARCIA et al., 2019; NAM et al., 2018). Em comparagao aos dados
gendmicos dos outros peixes, onde poucas ou nenhuma sequéncia da familia Blackjack foi

identificada (GAO et al., 2016; GARCIA et al., 2019; NAM et al., 2018), essa familia
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apresentou um numero de copias significativo em Apareiodon sp. Contudo, poucas foram as
sequéncias desta familia a apresentar transposase ou dominios proteicos integros, resultados
corroborados com a andlise das arvores ML, que também demonstraram a proximidade destes
elementos aqueles do grupo Ac. Os resultados dos agrupamentos demonstram que a ampla
maioria de copias 24T no genoma Apareiodon sp. sdo de elementos do grupo Ac, onde, pela
analise da arvore com sequéncias do dominio C-terminal da transposase, ¢ possivel perceber a
distribui¢do de sequéncias Ac em uma maior diversidade de familias. Ja pela anélise da arvore
com as sequéncias completas da transposase ¢ possivel a identificagdo de uma maior
abundancia de sequéncias mais conservadas dentro da familia Charlie, na qual estiveram
presentes as cinco sequéncias previamente descritas como aquelas que apresentaram todas as
caracteristicas necessarias para serem elementos autonomos no genoma (hAT-1_ AP, hAT-
4 AP,hAT-5 AP,hAT-6 AP e hAT-7AP), inferindo na maior conservacdo de elementos hAT-
Charlie no genoma de Apareiodon sp. e na possibilidade de esta familia ainda estar ativa no
genoma. Consequentemente, os resultados obtidos reforgam para a diversidade desta

superfamilia de transposons de DNA descrita em Teleostei.

5.3 Estimativa do tempo de inser¢do dos elementos hAT

As composi¢des de TEs nos genomas de peixes sdo bem divergentes, onde os TEs
apresentam padrdes de insercdo nos genomas e niveis de substituicdo nucleotidica muito
diferentes entre espécies (CHALOPIN et al., 2015b; SHAO et al., 2019). Em uma analise da
composi¢ao total de TEs, Schemberger et al. (2019) sugeriram duas ondas principais de invasao
de TEs no genoma de Apareiodon. No presente estudo, o detalhamento da insercdo de
elementos de diferentes familias 247 demonstrou que sequéncias Tipl00 se integraram no
genoma de Apareiodon em poucas copias em um periodo estimado de 15 milhdes de anos atrés.
Ja os elementos Ac, Blackjack e Charlie também apresentaram inser¢ao de copias no periodo
de 15 milhdes de anos atrds, porém uma maior amplificagdo genomica destes elementos ¢
estimada a ocorrer a partir de 5 milhdes de anos. De modo similar, uma fase de invasdo
relativamente recente de TEs 24T também foi observada para a espécie Oryzias latipes, onde
foram encontradas copias conservadas do elemento 70/2 (KOGA et al., 2000, 2011; KOGA;
HORI, 1999). Gao et al. (2016) analisaram a distribuicdo no genoma e os niveis de substitui¢ao
nucleotidica dos TEs 24T em quatro espécies de peixes, observando que nestes genomas, estes
elementos apresentam baixos niveis de substitui¢do nucleotidica, além de apresentarem uma

grande diversidade de familias 74 T. Embora estas espécies analisadas por Gao et al. (2016) nao
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sejam filogeneticamente proximas a Apareiodon sp., os dados comparados permitem identificar
uma grande diversidade de familias 24T e um viés de insercao relativamente recente deste
transposon de DNA para alguns genomas de peixes.

Aliado a estimativa de tempo de invasdo de elementos hAT em Apareiodon sp., a
observagdo de poucas copias com sequéncias putativamente autdnomas reflete que a grande
maioria destes TEs estdo silenciados no genoma e, atualmente passam pelo estagio de
deterioragdo molecular de sequéncias. De acordo com essa proposta, os elementos #ZAT de
Apareiodon sp. estdo no inicio da chamada fase de senescéncia descrita por Kidwell e Lisch
(2001), onde nao ocorre mais amplificagdo das copias destes TEs e poucos sdo os possiveis
elementos autdbnomos no genoma. Assim, os elementos acumulam mutagdes em suas
sequéncias, tornando-os inativos e neutros ou, em alguns casos, sendo cooptados para outras
funcdes no genoma (MILLER; McDONALD e PINSKER, 1997). No entanto, ainda ¢
importante ressaltar a presenca de copias hAT-Charlie possivelmente ativas no genoma, assim,
apesar da grande maioria das copias representarem elementos degenerados, estas coOpias
potencialmente ativas ainda apresentam a possibilidade de contribuir com novas insergoes e

modificagdes no genoma.

5.4 Andalise das sequéncias MITEs pertencentes ao grupo dos TEs hAT

MITEs pertencentes aos quatro grupos hAT visualizadas em Apareiodon sp. foram
identificados no genoma. A maior representatividade de sequéncias MITEs foi para elementos
Blackjack, seguido por elementos Ac. Esses resultados demonstram um maior viés de formagao
de MITEs na familia Blackjack, a qual, na analise dos agrupamentos havia apresentado um
menor numero de codpias totais quando comparada com outros grupos, dessa forma,
corroborando a descri¢do do menor niimero de copias Blackjack apresentando dominios para a
transposase. Poucos sdo os estudos envolvendo a descricio de MITEs 24T em genomas de
peixes, mas estes também demonstraram a maior presenga de MITEs pertencentes ao grupo Ac,
como os descritos no genoma da espécie Oryzias latipes (KOGA et al., 2011).

A alta conservacao das TIRs encontradas nos MITEs das familias 24T de Apareiodon
sp. indicam que, mesmo sem a autonomia caracteristica destas sequéncias, essas poderiam
apresentar transposi¢do no genoma a partir do uso de transposases de elementos auténomos,
como amplamente proposto em outros estudos (FATTASH et al., 2013; JIANG et al., 2004;
SHIRASAWA et al., 2012). Ja a presenca de poucos elementos com TSDs caracteristicas de

hAT conservadas infere em uma invasao menos recente para estes elementos. Os dados relativos
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a transposase e estrutura molecular do TE demonstraram elementos pertencentes a familia
Charlie putativamente auténomos no genoma de Apareiodon. No entanto, pequena foi a
representatividade de MITEs da subfamilia Charlie, embora a alta conservacao de suas TIRs
possa representar inser¢ao recente no genoma. De modo similar, a alta quantidade de MITEs
Blackjack e Ac pode representar atividade transposase recente para esta familia de TEs hAT.
Ainda, com a comparagao destas TIRs obtidas para MITEs com as TIRs das sequéncias integras
foi observado que, apesar de ndo terem sido obtidas sequéncias TIRs de MITEs idénticas
aquelas dos elementos integros, as sequéncias de TIRs da familia Charlie dos MITEs
apresentaram similaridade a algumas TIRs dos elementos integros, em especial dos TEs hAT-
1 AP, hAT-6 AP e hAT-7 AP, inferindo na possibilidade de estas sequéncias estarem
envolvidas na mobilizagdo de MITEs dentro do genoma.

Além da mobilidade de sequéncias MITEs, estes elementos sdo descritos ter influéncia
em relagdo a evolugdo do genoma, principalmente na geragao de novidades evolutivas atreladas
a eventos de controle da expressdo génica (FESCHOTTE, 2008; FESCHOTTE; PRITHAM,
2007). Estudos de MITEs pertencentes a hAT ja observaram essas sequéncias localizadas em
regides ricas em genes gerando sitios regulatorios, bem como, ja foram descritos originar
sequéncias de microRNAs e IncRNAs (MENZEL et al., 2014; PERUMAL et al., 2020; WANG
et al., 2016). Dessa forma, a anotacdo gendmica destas sequéncias pode abrir cendrio de
investigacdo para coopc¢do de MITEs derivados de 24T para controle da expressao de genes em

Apareiodon.

5.5 Associagdo de sequéncias repetidas in tandem a elementos hAT degenerados

A associagdo entre TEs senescentes e a origem ou dispersdo de sequéncias satélites,
mini- e microssatélites ¢ amplamente proposta na literatura (KIDWELL, 2002; PACO;
FREITAS; VIEIRA-DA-SILVA, 2019; WILDER; HOLLOCHER, 2001). E conhecido que
algumas sequéncias de repeticdo in tandem tiveram origem a partir de TEs ou, no caso dos
DNA s satélites, apresentam alguns segmentos diferenciados a partir de TEs (KIDWELL, 2002;
MESTROVIC et al., 2015; PACO; FREITAS; VIEIRA-DA-SILVA, 2019). Foi proposto
também que repeti¢cdes in tandem sdao mais frequentemente encontradas em transposons de
DNA do que em retrotransposons (BISCOTTI; OLMO; HESLOP-HARRISON, 2015), onde as
sequéncias das TIRs parecem ter maior relagdo com a origem das copias de DNAs satélites
(MESTROVIC et al., 2015). Sequéncias microssatélites podem se originar e se multiplicar no

interior de TEs a partir de recombinagdo ectdpica ou pela amplificagdo de sequéncias internas
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pré-existentes (CHISTIAKOV; HELLEMANS; VOLCKAERT, 2006; MESTROVIC et al.,
2015). Em outra via, durante a duplicagao do DNA, a DNA polimerase “escorrega” durante a
religagdo do clamp ao passar por uma regido com repeti¢cdes curtas, e assim, reinicia a sintese
da regido ja duplicada (LEVINSON; GUTMAN, 1987). A partir deste modelo, sequéncias de
TEs contendo proto-microssatélites podem dar origem a repeti¢des simples, levando a expansao
destas unidades nos genomas (LEVINSON; GUTMAN, 1987; WILDER; HOLLOCHER,
2001).

Poucos sdo os estudos que demonstraram origem/colocaliza¢do de sequéncias in tandem
com elementos da superfamilia 247. Em Tetraodon nigroviridis foi observada a colocalizagado
de sequéncias minissatélite com o elemento 70l2, as quais apresentam acimulo em regides
heterocromaticas (FISCHER et al., 2004). Os dados obtidos em Apareiodon sp. demonstraram
que diferentes tipos de sequéncias microssatélites foram detectadas no interior de sequéncias
hAT degeneradas, sendo a sequéncia (GA)n a mais abundante. Dados demonstraram que o
microssatélite (GA)n foi o terceiro mais abundante no genoma de Apareiodon sp. e inimeras
vezes colocalizados com regides ricas em TEs (SCHEMBERGER et al., 2019). Desse modo, €
provavel a participacao de copias degeneradas do TE hAT para origem de microssatélites, as
quais podem, por meio de seus mecanismos de expansdo pelo genoma, contribuir para a
evolucdo do genoma e variagdo cromossdmica em Parodontidae.

A analise dos contigs que contém elementos 44T associados com sequéncias in tandem
demonstrou que as expansdes microssatélites podem, por vezes, interromper a similaridade das
sequéncias hAT ao acumular em determinadas regioes, dividindo um TE /44T deteriorado em
pequenos segmentos. Ainda, em varios contigs foi observada a presenga de sequéncias ZAT
degeneradas em regides com proximidade a outras expansdes in tandem e também a fragmentos
de diversos outros TEs, demonstrando que a presenga destes TEs 24T degenerados associados
a sequéncias repetidas in tandem provavelmente ocorre predominantemente em regides de ricas

em DNASs repetitivos.

5.6 Localizagdo in situ de TEs hAT nos cromossomos de Apareiodon sp.

A espécie Apareiodon sp. apresenta 2n = 54 e sistema de cromossomos sexuais do tipo
Z77/ZW (VICARI et al., 2006). A diferenciagdo da regido heteromoérfica do cromossomo W de
Apareiodon sp. foi proposta ocorrer a partir da invasao dos transposons de DNA Helitron,
En/Spm e Tcl-Mariner iniciada a cerca de 20 milhdes de anos atrds (SCHEMBERGER et al.,

2019). As estimativas de tempo de inser¢ao de sequéncias da subfamilia 247 no genoma de
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Apareiodon sp. demonstraram pequeno acumulo destes elementos a cerca de 15 milhdes de
anos atras, seguido por uma invasdo de um grande numero de copias a partir de 5 milhdes de
anos atras. Contudo, embora a abundancia de copias #47T tenha sido maior no genoma fémea
em compara¢cdo ao macho, nenhum sitio de grande acumulo foi visualizado na regido
heteromorfica do cromossomo W. Dessa forma, ¢ provavel que sequéncias 4247 tenham se
inserido de modo disperso nos cromossomos sexuais de Apareiodon sp., principalmente em
suas regides terminais.

A localizagdo de acumulos hAT preferencialmente em regides terminais dos
cromossomos foi também descrita para o mapeamento in situ de sequéncias (GA)n
(SCHEMBERGER et al., 2019). Esses dados corroboram com a proposta de deterioracao de
hAT e origem deste microssatélite em regides heterocromaticas terminais. Por outro lado,
Schemberger et al. (2019) também relataram um actimulo (GA)n na regido heteromorfica do
cromossomo W, o qual, com os dados aqui relatados, ndo apresenta relagdo com sitios ~AT.
Desse modo, a localizagdo dispersa de sequéncias 24T nos cromossomos de Apareiodon sp.

parece ter relagdo com sua invasao relativamente recente no genoma.
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6. CONCLUSAO

Neste estudo, sequéncias de transposons de DNA /AT foram caracterizadas no genoma
de uma espécie de peixe Neotropical da familia Parodontidae. Os resultados demonstraram que
TEs hAT apresentam um grande nimero de cdpias inseridas no genoma de Apareiodon sp., as
quais se encontram distribuidas predominantemente em quatro grupos diferentes (Ac,
Blackjack, Charlie e Tip100), sendo as sequéncias Ac as mais abundantes. A maior parte destas
sequéncias apresentam um periodo de inser¢ao no genoma relativamente recente, com excecao
dos TEs da familia Tip100, que apresentaram um menor numero de sequéncias € um periodo
de invasdo mais antigo em relac@o as outras familias.

A maior parte das sequéncias 247 no genoma desta espécie apresentam-se degeneradas,
porém foram identificadas cinco sequéncias pertencentes a familia Charlie que reuniram todas
as caracteristicas necessarias para serem elementos integros e autbnomos, consequentemente
ainda tendo a possibilidade de estarem ativas e gerarem modificagdes no genoma. Os dados,
portanto, demonstraram que as copias do TE A#AT estdo no inicio da fase de senescéncia no
genoma de Apareiodon sp., onde poucas sequéncias reuniram todos os elementos para serem
putativamente autonomas. Ainda, sequéncias MITEs correspondentes aos quatro grupos hAT
analisadas foram identificadas no genoma, com maior abundancia de sequéncias Blackjack.
Aliada a provavel pequena ou falta de mobilizagdo do TE hZAT em Apareiodon sp., o estudo
demonstrou que uma parte das suas sequéncias degeneradas podem estar envolvidas na origem
de repeticdes microssatélites, com base na observagdo de diversas sequéncias microssatélites
associadas a hAT. Por fim, a localizagdo das sequéncias 24T nos cromossomos de Apareiodon
sp. demonstrou distribui¢do dispersa destes elementos pelo caridtipo e sem relagdo com a
diferenciagdo da regido heteromorfica do cromossomo W.

Deste modo, este estudo além de apresentar uma primeira caracterizacdo molecular para
elementos 24T em um genoma de peixe Neotropical, abre perspectiva de avaliacdo de
sequéncias que podem ter sido cooptadas em Apareiodon sp., principalmente aquelas

relacionadas ao controle da regulacio génica.
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