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RESUMO 
 
Genomas de eucariotos são compostos por diferentes classes de DNA repetitivo, como 
os elementos transponíveis (TEs) e as famílias multigênicas. Essa parcela do genoma é 
responsável por grande parte das variações cromossômicas e novidades evolutivas 
encontradas no DNA. Parodontidae é uma pequena família de peixes neotropicais, 
considerada um bom modelo para estudos evolutivos, uma vez que diferentes sistemas 
de cromossomos sexuais são descritos nela. A obtenção dos dados de sequenciamento 
de nova geração para a espécie Apareiodon sp. (Rio Verde), permitiram novas 
investigações para o entendimento da distribuição e atuação dos elementos repetitivos 
na espécie e para a família Parodontidae. Neste estudo, miniaturas de elementos 
transponíveis (MITEs), um grupo especial de pequenas sequências de TEs não 
autônomos, foram prospectadas e caracterizadas no genoma de Apareiodon sp. Em 
adição, pequenos RNAs nucleares (snRNAs) foram preditos e caracterizados em 
Apareiodon sp. Cinco U snRNAs identificados foram ainda localizados in situ nos 
cromossomos de espécimes dos gêneros Apareiodon e Parodon. A prospecção das 
MITEs identificou quase 10.000 sequências, e a caracterização destas demonstrou que 
cerca de 65% são similares à TEs das superfamílias Tc-1/Mariner e hAT, duas das 
superfamílias envolvidas em diferentes fases de invasão no genoma de Apareiodon sp. 
Muitas das MITEs foram localizadas próximas ou dentro de genes (íntrons e éxons), as 
qualificando para processos de co-opção molecular na espécie, o que foi confirmado pela 
identificação de famílias de pre-miRNAs e de miRNAs maduros por similaridade nas 
MITEs. A predição e caracterização dos U snRNAs demonstrou a presença de cópias 
putativamente funcionais para as nove famílias multigênicas envolvidas no major e minor 
spliceossomo (U1, U2, U4, U5, U6, U11, U12, U4atac e U6atac) no genoma de 
Apareiodon sp., em adição a muitas cópias defectivas e pseudogênicas. A localização in 
situ dos snDNA U1, U2, U4, U5 e U6 nas espécies de Parodontidae demonstraram o 
envolvimento dos snDNAs U2 e U4, em eventos independentes, na diferenciação dos 
cromossomos sexuais entre as linhagens da família. 
 

Palavras-chave: MITEs; snRNAs; co-opção molecular; citogenética comparativa; 
cromossomos sexuais.  



ABSTRACT 
 

Eukaryotic genomes are composed of different classes of repetitive DNA, such as 
transposable elements (TEs) and gene families. This portion of the genome is responsible 
for a large portion of the chromosomal variations and evolutionary novelties found in DNA. 
Parodontidae is a small Neotropical fish family, considered a good model for evolutionary 
studies, once different systems of sex chromosomes are described. The new generation 
sequencing data obtained for the species Apareiodon sp. (Rio Verde), allowed further 
investigations to understand the distribution and performance of repetitive elements in the 
species and for the Parodontidae. In this study, Miniature Inverted-repeat Transposable 
Elements (MITEs), a special group of short sequences of non-autonomous TEs, were 
prospected and characterized in the genome of Apareiodon sp. In addition, small nuclear 
RNAs (snRNAs) were predicted and characterized in Apareiodon sp. Five identified U 
snRNAs were also located in situ in the chromosomes of Apareiodon and Parodon. The 
prospection of MITEs identified almost 10,000 sequences. Their characterization showed 
that about 65% are similar to the Tc-1/Mariner and hAT TEs, two of the superfamilies 
involved in different phases of invasion in the Apareiodon sp. genome. Many MITEs were 
located close to or within genes (introns and exons), qualifying them for molecular 
cooptation processes in the species, which was confirmed identifying of families of pre-
miRNAs and mature miRNAs by similarity in MITEs sequences. The prediction and 
characterization of U snRNAs demonstrated the presence of putatively functional copies 
for the nine gene families involved in the major and minor spliceosome (U1, U2, U4, U5, 
U6, U11, U12, U4atac, and U6atac) in the Apareiodon sp. genome, in addition to many 
defective and pseudogene copies. The in situ localization of U1, U2, U4, U5, and U6 
snDNA in Parodontidae species demonstrated the involvement of the snDNAs U2 and 
U4, in independent events, in the differentiation of sex chromosomes among the 
Parodontidae lineages. 
 

Keywords: MITEs; snRNAs; molecular co-option; comparative cytogenetic; sex 
chromosomes.  
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1 INTRODUÇÃO 1 

 2 

1.1 DNA REPETITIVO 3 

 4 

Os cromossomos eucarióticos são constituídos de diferentes classes de DNA, as 5 

quais podem ser encontradas uma única vez no genoma (DNA cópia simples), ou 6 

sequências que se repetem de dezenas a milhões de vezes (DNA repetitivo) (SUMNER, 7 

2003). As sequências de DNAs repetitivos podem ainda ser classificadas como famílias 8 

multigênicas (DNA ribossômico, histonas, snRNAs, globinas), sequências dispersas, 9 

comumente identificadas como elementos transponíveis (TEs), e repetidas in tandem 10 

(satélites, minissatélites e microssatélites) (SUMNER, 2003, LÓPEZ-FLORES; 11 

GARRIDO-RAMOS, 2012). 12 

Os DNAs repetitivos compreendem uma grande porção dos genomas 13 

eucarióticos, tendo funções estruturais e organizacionais nesses, e são conhecidos por 14 

estarem envolvidos em mecanismos que geram diferenciação e rearranjos 15 

cromossômicos (BISCOTTI; OLMO; HESLOP-HARRISON, 2015). 16 

  17 

1.1.1 Famílias multigênicas 18 

 19 

Famílias multigênicas são descritas como um grupo de genes com função similar 20 

e com sequências que se originaram de um gene ancestral comum (NEI; ROONEY, 21 

2005). Os produtos destes genes, geralmente, são requeridos em grandes quantidades 22 

nas células, e as múltiplas cópias tendem a ser originadas por processos de duplicação 23 

gênica (SUMNER, 2003). No entanto, outros fenômenos como pseudogenização, perda 24 

de genes, recombinação e a seleção natural agem em diferentes níveis para moldar a 25 

evolução das famílias gênicas (EIRÍN-LOPEZ et al., 2012). 26 

Famílias multigênicas apresentam diferentes cenários em relação ao 27 

mapeamento cromossômico nas espécies, estas podem estar localizadas em 28 

cromossomo homeólogos em espécies relacionadas, bem como eventos de dispersão 29 

destas ao longo dos cromossomos do complemento são observados (GORNUNG, 2013; 30 

ANJOS et al., 2015; VITALES et al., 2017; SOCHOROVÁ et al., 2018; DEGRANDI et al., 31 
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2020). Enquanto as famílias dos rRNAs 45S e 5S são amplamente mapeadas nos 1 

cromossomos de peixes (GORNUNG, 2013; SOCHOROVÁ et al., 2018), estudos com 2 

genes histonas e dos pequenos RNAs nucleares (snRNAs – small nuclear RNAs) ainda 3 

são escassos, principalmente em espécies neotropicais (PAIM et al., 2018). 4 

Inúmeros genes transcritos pela RNA polimerase II de eucarióticos são 5 

expressos como mRNAs precursores (pré-mRNAs) que são convertidos em mRNAs por 6 

splicing, uma etapa essencial da expressão gênica em que sequências não codificantes 7 

(íntrons) são removidas e sequências codificantes (éxons) são unidas (WILL; 8 

LÜHRMANN, 2011). A complexa maquinaria responsável pelo processo de splicing é 9 

denominada de spliceossomo e envolve cinco diferentes subunidades de 10 

ribonucleoproteínas (RNP) associadas a muitos cofatores de proteínas (LERNER et al., 11 

1980; WILL; LÜHRMANN, 2011, SHI, 2017). Dois tipos de spliceossomos são 12 

encontrados em muitos eucariotos: o spliceossomo dependente de U-2 (major 13 

spliceossomo), que catalisam íntrons do tipo U-2, e um menos abundante dependente de 14 

U-12 (minor spliceossomo) que removem os raros íntrons do tipo U-12 (PATEL; STEITZ, 15 

2003; TURUNEN et al., 2013). O major spliceossomo é composto pelos snRNAs U1, U2, 16 

U4, U5 e U6 e múltiplas proteínas (PATEL; STEITZ, 2003). Já o minor spliceossomo, o 17 

qual além de ser organizado por múltiplas proteínas e o snRNA U5 (comum ao major 18 

spliceossomo), utiliza os snRNAs U11, U12, U4atac e U6atac, os quais possuem 19 

estrutura e função similares aos snRNAs U1, U2, U4 e U6 (PATEL; STEITZ, 2003). 20 

Íntrons do tipo U-12 representam, geralmente, menos de 0.5% do total de íntrons 21 

observados nos genomas (TURUNEN et al., 2013), e diferem de íntrons do tipo U-2 pela 22 

terminação consenso que é reconhecida pelo spliceossomo: enquanto íntrons do tipo U-23 

2 possuem terminações GT-AG (raramente AT-AC e GC-AG), o tipo U-12 possui 24 

terminações AT-AC (raramente GT-AG) (PATEL; STEITZ, 2003; SHETH et al., 2006). 25 

Membros das famílias gênicas dos snRNAs são caracterizados por um arranjo 26 

único de elementos promotores, que incluem um Distal Sequence Element (DSE), que 27 

atua como um enhancer, e um Proximal Sequence Element (PSE). Alguns genes podem 28 

apresentar ainda um TATA-box localizado adjacente ao PSE (HERNANDEZ, 2001; 29 

JAWDEKAR; HENRY, 2008). A presença combinada dos elementos PSE e TATA 30 

direciona para o recrutamento do mecanismo específico da RNA polimerase III, enquanto 31 
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a ausência de TATA-box leva ao recrutamento do aparato específico de transcrição da 1 

RNA polimerase II (HERNANDEZ, 2001; JAWDEKAR; HENRY, 2008). DSE e PSE 2 

podem ser intercambiados entre as RNAs polimerases II e III sem efeitos na 3 

especificidade das RNAs polimerases, a qual é determinada pela presença ou ausência 4 

do TATA-box (HERNADEZ, 2001). 5 

Estudos de predição e caracterização de snRNAs em peixes são escassos: 6 

López et al. (2008) observaram a ocorrência das nove famílias de snRNAs no genoma 7 

das espécies de peixes Fugu rubripes, Gasterosteus aculeatus, Oryzias latipes, 8 

Petromyzon marinus e Tetraodon nigroviridis, enquanto que em Danio rerio o snRNA U12 9 

não foi predito; Já Marz, Kirsten e Stadler (2008) quando analisaram as mesmas 6 10 

espécies, identificaram todos os snRNAs funcionais, com exceção do snRNA U4atac em 11 

T. nigroviridis. 12 

Com relação à localização in situ destes genes, U snDNAs são considerados 13 

bons marcadores para estudos evolutivos entre espécies relacionadas, para inferir a 14 

homeologia dos cromossomos, e para rastrear a origem e evolução de certos 15 

cromossomos, como os cromossomos supranumerários (Bs) e sexuais (UTSUNOMIA et 16 

al., 2014). No entanto, de maneira geral os estudos focam na localização dos snDNAs 17 

U1 e U2. 18 

Para o snDNA U1, peixes geralmente apresentam um único locus no cariótipo 19 

(CABRAL-DE-MELLO et al., 2012; MALIMPENSA et al., 2020; YANO et al., 2020; 20 

SOARES et al., 2021). No entanto, sítios múltiplos ou sinais dispersos já foram descritos 21 

(MANCHADO et al., 2006; GARCÍA-SOUTO et al., 2015; SILVA et al., 2015; DULZ et al., 22 

2020). 23 

Para o snDNA U2, a condição de locus simples também é a mais descrita 24 

(MERLO et al., 2010, 2012a, 2013; SUPIWONG et al., 2013; UTSUNOMIA et al., 2014; 25 

GARCÍA-SOUTO et al., 2015; ARAYA-JAIME et al., 2017; SERRANO et al., 2017; 26 

PISCOR; FERNANDES; PARISE-MALTEMPI, 2018; PONZIO; PISCOR; PARISE-27 

MALTEMPI, 2018; PUCCI et al., 2018; MALIMPENSA et al., 2018, 2020; SEMBER et al., 28 

2018; DULZ et al., 2020; OLIVEIRA et al., 2020; SOARES et al., 2021; HAERTER et al., 29 

2022). Em alguns casos, esse snDNA pode estar presente em múltiplos sítios 30 

(MANCHADO et al., 2006; UTSUNOMIA et al., 2014; SILVA et al., 2015; PISCOR; 31 
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CENTOFANTE; PARISE-MALTEMPI, 2016; YANO et al., 2017) ou disperso ao longo dos 1 

cromossomos (ÚBEDA-MANZANARO et al., 2010; MERLO et al., 2012b; RÁB et al., 2 

2016; HATANAKA et al., 2018). 3 

Os snDNAs U4 e U6 foram mapeados apenas na espécie Hollandichthys 4 

multifasciatus (SOARES et al., 2021), e sítios únicos independentes para estes snDNAs 5 

foram encontrados. Para o snDNA U5, não existem relatos na literatura de estudos de 6 

localização in situ deste elemento em peixes. 7 

Sinais de snDNAs foram descritos nos cromossomos sexuais de Gymnotus 8 

pantanal (UTSUNOMIA et al., 2014) e em Triportheus albus (YANO et al., 2017), e 9 

parecem ser eventos espécie-específicos destes cromossomos nas espécies. 10 

De acordo com Marz, kirsten e Stadler (2008), snRNAs se comportam como 11 

elementos transponíveis, uma vez que há pouca conservação quando os genes 12 

flanqueadores destas sequências são analisados em diferentes genomas. Associação de 13 

snRNAs com genes de rRNAs (MANCHADO et al., 2006; ÚBEDA-MANZANARO et al., 14 

2010; SCACCHETTI et al., 2015; SILVA et al., 2015; YANO et al., 2017, 2020; 15 

MALIMPENSA et al., 2018, 2020; PISCOR; FERNANDES; PARISE-MALTEMPI, 2018), 16 

em sintenia a outros snRNAs (MANCHADO et al., 2006; MARZ; KIRSTEN; STADLER, 17 

2008; MERLO et al., 2010, 2012a, 2013; GARCÍA-SOUTO et al., 2015) ou com genes 18 

histônicos (MALIMPENSA et al. 2018) já foram descritos. 19 

 20 

1.1.2 Elementos transponíveis 21 

 22 

Elementos repetitivos dispersos, também conhecidos como elementos genéticos 23 

móveis, ou elementos transponíveis, são segmentos de DNA que possuem a capacidade 24 

de se replicarem e dispersarem nos genomas hospedeiros (WICKER et al., 2007; 25 

WELLS; FESCHOTTE, 2020). São conhecidos por ocupar uma fração considerável 26 

dentro dos genomas eucariotos, e devido as diversas estratégias de invasão de novas 27 

regiões representam a maior fonte de variação e novidades genéticas (WELLS; 28 

FESCHOTTE, 2020). Os TEs foram identificados na década de 40, por Bárbara 29 

McClintock, denominando-os como “elementos controladores”, sugerindo que tais 30 
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elementos desempenhavam um papel relevante na regulação gênica (MCCLINTOCK, 1 

1950). 2 

Os TEs são agrupados em duas maiores classes, de acordo com o seu 3 

mecanismo de transposição: Classe I ou retrotransposons, os quais se transpõem 4 

através de um intermediário de RNA pelo mecanismo de transcrição reversa, e Classe II 5 

ou transposons de DNA, os quais possuem capacidade de excisão do seu local de origem 6 

e inserção em outro lugar do genoma (FINNEGAN, 1989). Ambas as classes podem 7 

ainda ser divididas em subclasses e ordens de acordo com a estrutura molecular dos 8 

elementos ou pelo número de fitas excisadas durante a transposição (WICKER et al., 9 

2007). Posteriormente são agrupados em superfamílias de acordo com a organização 10 

das suas fases aberta de leitura (ORFs – Open reading frame), presença ou ausência de 11 

domínios e assinatura proteica, e finalmente em famílias e subfamílias, principalmente no 12 

que diz respeito à similaridade entre as sequências (WICKER et al., 2007).  13 

Retrotransposons podem ser divididos em três maiores subclasses, de acordo 14 

com o mecanismo de replicação e integração: (I) elementos com repetições terminais 15 

longas (LTR – Long Terminal Repeat); (II) elementos sem repetições terminais longas 16 

(non-LTR); e (III) elementos mobilizados por Tirosinas recombinases (YR) (WELLS; 17 

FESCHOTTE, 2020). Elementos LTR geralmente codificam uma proteína gag (capsid 18 

protein) e as enzimas AP (aspartic proteinase), RT (reverse transcriptase), RH (RNAse 19 

H), e INT (integrase), movendo-se no genoma pelo mecanismo de transcrição em RNAm, 20 

conversão em cDNA pela enzima RT, seguido da inserção em uma nova região do 21 

genoma pela integrase (WICKER et al., 2007; WELLS; FESCHOTTE, 2020). Nos 22 

Elementos non-LTR, durante o processo de transposição, o RNA intermediário é 23 

inicialmente ancorado ao DNA alvo, este é então transcrito reversamente, e a nova fita 24 

de cDNA é integrada ao DNA (WICKER et al., 2007; WELLS; FESCHOTTE, 2020). Ainda, 25 

para os elementos YR, é proposto que durante a transposição destes, após a transcrição 26 

reversa do RNAm, este é circularizado para que ocorra a síntese da segunda fita do 27 

cDNA, e então integrado à nova região do DNA por uma tirosina recombinase 28 

(POULTER; BUTLER, 2015). Devido à característica de transposição dos 29 

retrotransposons, este são popularmente conhecidos como elementos “copia e cola” 30 

(WICKER et al., 2007). 31 
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TEs da classe II são caracterizados por se moverem diretamente de DNA para 1 

DNA, sendo divididos em duas subclasses: os elementos conhecidos como “corta e cola”, 2 

que podem ser mobilizados por transposases (ordem TIR – Terminal Inverted Repeat), 3 

ou por tirosinas recombinases (Cryptons); na subclasse II encontram-se os elementos 4 

que são transpostos por um mecanismo de “copia e cola”, que compreendem os 5 

elementos círculo-rolante (conhecidos como Helitrons), e os transposons “self-6 

synthesizing”, conhecidos como Mavericks e Polintons (WICKER et al., 2007; WELLS; 7 

FESCHOTTE, 2020). Para a transposição dos elementos da ordem TIR ocorre a excisão 8 

dos dois filamentos da fita de DNA. Elementos da ordem TIR se caracterizam por 9 

apresentarem um gene para a enzima transposase (KOJIMA, 2019). O mecanismo 10 

preciso de ação das transposases varia entre as superfamílias, no entanto, inicia pelo 11 

corte próximo a região terminal de cada TIR, removendo o transposon de DNA do seu 12 

local de origem, e inserindo a dupla fita de DNA em uma nova região a partir de um corte 13 

coesivo nesta, originando sítios alvos de duplicação (TSD – Target site duplication) 14 

(HICKMAN; DYDA, 2016). Apesar deste processo ser não replicativo, estes elementos 15 

podem aumentar seu número de cópias no genoma, realizando a transposição do 16 

elemento durante a replicação do DNA, ou por reparo, por recombinação homóloga, 17 

durante a quebra da dupla de DNA (WICKER et al., 2007; WEELS; FESCHOTTE, 2020). 18 

Já durante a transposição dos elementos da subclasse II, pode haver a replicação 19 

de uma ou duas fitas de DNA para sua posterior transferência (WICKER et al., 2007). 20 

Para esses TEs, proteínas específicas realizam o corte de apenas uma fita do DNA, 21 

seguido de síntese da fita complementar e inserção do elemento em uma nova região 22 

genômica (WICKER et al., 2007; WELLS; FESCHOTTE, 2020). 23 

Elementos transponíveis das classes I e II podem ainda ser classificados como 24 

elementos autônomos, quando apresentam todos os domínios íntegros para sua 25 

transposição, ou não autônomos, quando dependem das enzimas de outros elementos 26 

para se moverem no genoma (WICKER et al., 2007). A grande maioria das famílias de 27 

DNA apresentam cópias de elementos não autônomos, as quais são geradas pela 28 

degeneração ou deleção das ORFs, mantendo apenas as regiões terminais do TE 29 

original, as quais ainda podem ser reconhecidas pelas enzimas de elementos 30 



24 
 
 

relacionados e continuarem a se dispersar pelo genoma hospedeiro (KOJIMA, 2019; 1 

WELLS; FESCHOTTE, 2020). 2 

O “ciclo de vida” dos TEs consiste de uma série de etapas a partir do seu 3 

“surgimento” no genoma até sua “morte”, as quais incluem o processo de invasão no 4 

genoma hospedeiro, uma intensa fase de replicação com aumento do número de cópias 5 

destes, uma fase de inativação, e sua eliminação (KIDWELL e LISCH, 1997; 6 

FERNÁNDEZ-MEDINA et al., 2012). Após sua inativação, os elementos 7 

progressivamente acumulam mutações, e inserções e deleções (indels) em suas 8 

sequências, até perderem completamente suas identidades (FERNÁNDEZ-MEDINA et 9 

al., 2012). 10 

Miniaturas de elementos transponíveis (MITEs – Miniature Inverted-repeat 11 

Transposable Elements) são transposons de DNA não autônomos, caracterizados pelo 12 

alto número de cópias no genoma, e com tamanho relativamente pequeno (50 – 800 pb) 13 

(WICKER et al., 2007; FATTASH et al., 2013; CRESCENTE et al., 2018). MITEs possuem 14 

TIRs e podem apresentar ainda duas repetições flanqueadoras curtas, as TSD, geradas 15 

durante o processo de transposição (WICKER et al., 2007; CRESCENTE et al., 2018). 16 

MITEs frequentemente são encontradas próximas ou dentro de genes, onde podem 17 

afetar sua expressão (PIRIYAPONGSA; JORDAN, 2008; KUANG et al., 2009; KLAI et al., 18 

2020; 2022; MACKO-PODGÓRNI; MACHAJ; GRZEBELUS, 2021). 19 

MITEs foram descobertas e descritas pela primeira vez no genoma de milho (Zea 20 

mayes) (BUREAU; WESSLER, 1992), e posteriormente foram identificadas em diferentes 21 

grupos de organismos (FASTTASH et al., 2013; CHEN et al., 2014b; LIU et al., 2019; 22 

ALBUQUERQUE; EBERT; HAAG, 2020; MIKKELSEN; WEIR, 2020; GRACE; CARR, 23 

2020). No entanto, estudos de prospecção e identificação de MITEs em genomas de 24 

peixes ainda são escassos (IZSVÁK et al., 1999; SCHEMBERGER et al., 2016). Izsvák 25 

et al. (1999) descreveram a primeira família de MITEs isolada de peixes, a família Angel, 26 

cópias descritas como pertencentes à mesma família foram encontradas no genoma de 27 

Danio rerio, D. albolineatus, D. aequipinnatus e Oryzias latipes, e foram localizadas em 28 

diferentes regiões gênicas. Já Schemberger et al. (2016) descreveram a presença de 29 

cópias MITEs com similaridade à Tc1-Mariner nas espécies Parodon hilarii e P. 30 

pongoensis (Parodontidae). 31 
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A origem e dispersão das MITEs nos genomas é descrita por ocorrer em duas 1 

etapas a partir de Transposons de DNA: inicialmente, a transposição de elementos 2 

autônomos dá origem à várias cópias derivadas não autônomas, com deleções nas 3 

regiões internas. Em um segundo momento, é proposto que essas cópias derivadas 4 

podem (por razões desconhecidas) amplificar seu número de cópias (FESCHOTTE; 5 

JIANG; WESSLER, 2002). De acordo com este modelo, MITEs podem ser derivadas de 6 

elementos autônomos ou elementos não autônomos por meio de mecanismos como 7 

reparo abortivo de lacunas (FATTASH et al., 2013). Quando seus elementos autônomos 8 

originais são perdidos ou inativados em um genoma, algumas MITEs podem ainda ser 9 

mobilizadas de forma cruzada por elementos autônomos relacionados, devido à presença 10 

de motifs (TIRs) conservados que permitem a transposição (FATTASH et al., 2013). 11 

O número de MITEs e de famílias é uma característica intrínseca de cada espécie 12 

(LIU et al., 2019; MACKO-PODGÓRNI; MACHAJ; GRZEBELUS, 2021; KLAI et al., 2022), 13 

por exemplo em plantas, as MITEs podem representar grande fração dos genomas, 14 

podendo chegar a mais de 200.000 cópias em algumas espécies (CHEN et al., 2014b), 15 

no entanto, em alguns grupos animais um número menor de cópias são encontradas, 16 

como nas borboletas Helicoverpa armigera e Helicoverpa zea, com 3.570 e 7.415 17 

sequências, respectivamente (KLAI et al., 2020, 2022). Em algumas espécies ainda, 18 

poucas sequências de MITEs podem ser encontradas, como observado na ave 19 

rendalinho-do-xingu (Willisornis vidua nigrigula) com apenas 38 elementos (MIKKELSEN; 20 

WEIR, 2020), ou estas podem estar ausentes do genoma, como descrito para a alga 21 

vermelha Cyanidioschyzon merolae e no protozoário Plasmodium falciparum 22 

(CRESCENTE et al., 2018). 23 

O conceito de domesticação, co-opção ou exaptação molecular, foi descrito para 24 

caracterizar o processo pelo qual uma sequência de TE é cooptada para realizar uma 25 

nova função e trazer benefícios para o genoma (MILLER; MCDONALD; PINSKER, 1997). 26 

Quando inseridas na região upstream, MITEs podem gerar novos sítios de ligação de 27 

fatores de transcrição (TESTORI et al., 2012; HÉNAFF et al., 2014; MORATA et al., 28 

2018). Por outro lado, a presença de MITEs próximas à genes podem suprimir a 29 

expressão destes, através da metilação do DNA (ARIEL; MANAVELLA, 2021). Devido à 30 

presença das TIRs, uma vez transcritas, MITEs podem se dobrar em uma estrutura de 31 
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grampo (stem) similares as sequências de pré-miRNA processados pela enzima Dicer 1 

para produzir miRNAs maduros (PIRIYAPONGSA; JORDAN, 2008). Piriyapongsa e 2 

Jordan (2008), descreveram a presença de 10 e 38 miRNAs derivados de sequências 3 

MITEs nos genomas de Arabidopsis thaliana e Oryza sativa, respectivamente, já 4 

Crescente et al. encontraram 38 miRNAs derivados de MITEs no genoma de trigo 5 

(Triticum aestivum). 6 

 7 

1.2 RNAs NÃO CODIFICANTES 8 

 9 

RNAs não codificantes (ncRNA – non-coding RNA) representam a maior porção 10 

dos transcritos nas células eucarióticas (AMARAL et al., 2008; LIU et al., 2013; 11 

DEVESON et al., 2017). De maneira geral, ncRNAs participam de múltiplos processos 12 

biológicos, da regulação fisiológica dos organismos e do processo de desenvolvimento, 13 

ou mesmo de doenças (ZHANG et al., 2019). 14 

A transcrição do DNA eucarioto de diferentes regiões genômicas e o 15 

processamento do RNA produzem vários tipos de ncRNAs, os quais são classificados de 16 

acordo com sua função regulatória (ZHANG et al., 2019). ncRNAs podem ser divididos 17 

em duas categorias: housekeeping ncRNAs, os quais são abundantes nas células, e que 18 

inicialmente regulam funções celulares genéricas, e os regulatory ncRNAs que atuam 19 

principalmente como reguladores da expressão gênica em níveis epigenéticos, 20 

transcricionais e pós-transcricionais (PONJAVIC et al., 2007; CECH; STEITZ, 2014; 21 

PESCHANSKY; WAHLESTEDT, 2014; ZHANG et al., 2019). Entre os housekeeping 22 

ncRNAs encontram-se os RNAs ribossômicos (rRNA), os RNAs de transferência (tRNA), 23 

os pequenos RNAs nucleares (snRNA) e os pequenos RNAs nucleolares (snoRNAs). Já 24 

nos regulatory ncRNAs estão agrupados os microRNAs (miRNA), os pequenos RNAs de 25 

interferência (siRNA), os piwi-RNAs (piRNA), enhancer RNA (eRNA), os longos RNAs 26 

não codificantes (lncRNAs) e os RNAs circulares (circRNAs) (ZHANG et al., 2019). 27 

Housekeeping ncRNAs foram intensamente estudados nas últimas décadas, 28 

incluindo rRNAs, tRNAs, snRNAs e snoRNAs. Esses ncRNAs são usualmente pequenos, 29 

com tamanho que varia de 50 à 500 nucleotídeos, expressos constitutivamente em todos 30 

os tipos celulares e necessários para a viabilidade celular (CHEN et al., 2018). Além da 31 
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função essencial dos rRNAs e tRNAs na síntese proteica, dos snRNAs no splicing e dos 1 

snoRNAs na modificação de RNAs, housekeeping ncRNAs podem atuar como RNAs 2 

regulatórios quando clivados (ZHANG et al., 2019). 3 

Baseado no tamanho, os regulatory ncRNAs podem ser classificados em 4 

pequenos RNAs não codificantes (sncRNAs – small non-coding RNAs), que possuem até 5 

200 nucleotídeos, e lncRNAs, os quais possuem mais de 200 nucleotídeos (ZHANG et 6 

al., 2019). Os principais representantes dos sncRNAs são os miRNAs, siRNAs e piRNAs, 7 

no entanto, alguns ncRNAs com tamanhos variáveis podem pertencer às duas 8 

classificações ao mesmo tempo, como os eRNAs e cicRNAs (ZHANG et al., 2019). 9 

miRNAs é a classe mais abundante de sncRNAs, estes elementos são originados 10 

a partir da formação de estruturas em hairpin-loop de sequências transcritas, os pre-11 

miRNAs, que após serem processados pela maquinaria do RNAi darão origem a 12 

sequências de miRNAs maduras com 19 a 25 nucleotídeos (LU; ROTHENBERG, 2018). 13 

miRNAs são reguladores endógenos que atuam no citoplasma e no núcleo celular 14 

através de diferentes mecanismos, mediando o silenciamento gênico no nível pós-15 

transcricional (LU; ROTHENBERG, 2018; ZHANG et al., 2019). 16 

siRNAs são uma classe de moléculas de RNAs dupla-fita que possuem 17 

importante função em vias de RNAi, no entanto, diferente de miRNAs, que atuam na 18 

degradação do RNAm ou repressão da tradução deste, siRNAs atuam apenas na 19 

degradação dos RNAm (ZHANG et al., 2019; HU et al., 2020). 20 

Identificados após a descoberta das proteínas PIWI, piRNAs são uma classe de 21 

pequenos ncRNAs exclusiva de animais (ZHANG et al., 2019). piRNAs maduros são 22 

derivados de sequências precursoras transcritas a partir de clusters de piRNAs que são 23 

clivadas por proteínas PIWI (ARAVIN; HANNON; BRENNECKE, 2007). piRNAs se 24 

associam com as proteínas PIWI, formando um complexo de silenciamento piRNA-25 

induced, realizando o controle da expressão de seus alvos nos níveis transcricionais e 26 

pós-transcricionais (SIOMI et al., 2011). 27 

LncRNAs são definidos como transcritos que possuem mais de 200 nucleotídeos 28 

e que não possuem informação para serem traduzidos (ZHANG et al., 2019). De acordo 29 

com seus efeitos regulatórios estes podem ser classificados como cis-lcnRNAs, que 30 

regulam a expressão de genes próximos a sua localização no DNA, ou trans-lcnRNAs 31 
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que regulam genes distantes (KORNIENKO et al., 2013). Alguns lncRNAs podem ainda 1 

ser processados e dar origem à pequenos RNAs regulatórios, como miRNAs, piRNAs e 2 

snoRNAs (RÖTHER; MEISTER, 2011). 3 

eRNAs é um grupo emergente de ncRNAs, similares aos lncRNAs, no entanto 4 

correspondem à transcritos das regiões regulatórias enhancer dos genes (ZHANG et al., 5 

2019). CircRNAs são uma classe única de ncRNAs que formam estruturas circulares 6 

fechadas, estes apresentam tamanho variável (100 a 10.000 nucleotídeos), e são 7 

originados a partir do splicing de éxons, introns, regiões intergênicas, e regiões não 8 

traduzidas 5’ e 3’ (UTRs – untraslated regions) (JECK et al., 2013; YE et al., 2015; NOTO; 9 

SCHMIDT; MATERA, 2017; ZHANG et al., 2019). 10 

   11 

1.3 FAMÍLIA PARODONTIDAE 12 

 13 

A família Parodontidae (Eigenmann, 1910), pertencente a ordem Characiformes, 14 

é constituída por um pequeno grupo de peixes Neotropicais reunidos em 3 gêneros: 15 

Parodon Valenciennes, 1849, Saccodon Kner, 1863 e Apareiodon Eigenmann, 1916 16 

(PAVANELLI; BRITSKI, 2003). Atualmente são reconhecidas 32 espécies na família 17 

(Apareiodon – 15 espécies; Parodon – 14 espécies; Saccodon – 3 espécies) (FRICKE; 18 

ESCHMEYER; FONG, 2022). São peixes com formato fusiformes, com um colorido 19 

cinza-claro e nadadeiras peitorais e pélvicas bem desenvolvidas, e comumente 20 

denominados de “canivetes”, “peixe-charuto” ou “virolitos”, com pouco interesse 21 

comercial, habitando ambientes lóticos de riachos de cabeceira de fundos rochosos 22 

(NAKATANI et al., 2001; PAVANELLI, 2003). Espécimes de Parodontidae encontram-se 23 

distribuídos por todo o continente Sul Americano e parte do Panamá, com exceção de 24 

alguns rios da Bacia Atlântica, da Patagônia e no canal central do rio Amazonas 25 

(PAVANELLI, 2003). 26 

As espécies pertencentes à Parodontidae podem ser facilmente diagnosticadas 27 

dos demais Characiformes por apresentarem boca inferior com mandíbula espatulada e 28 

desprovida de dentes em sua porção anterior, dentes pré-maxilares pedunculados com 29 

borda distal larga, multicuspidada e distribuídos em uma única série, e pela ausência de 30 

lábio superior e fontanela (PAVANELLI, 2003; INGENITO, 2008). A caracterização 31 
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morfológica dos gêneros se dá pela variação de poucos caracteres: número de raios 1 

indivisos nas nadadeiras peitorais (um raio em Parodon e Apareiodon e dois raios em 2 

Saccodon), e ausência de dentes na região lateral da mandíbula em Apareiodon e 3 

Saccodon (PAVANELLI; BRITSKI, 2003). 4 

Do ponto de vista citogenético, as espécies dos três gêneros apresentam um 5 

número diploide (2n) conservado de 54 cromossomos, compostos por cromossomos bi-6 

armados, com prevalência da ocorrência de cromossomos metacêntricos e 7 

submetacêntricos, enquanto que cromossomos subtelocêntricos estão ausentes ou 8 

variam de um a três pares entre as espécies (BELLAFRONTE et al., 2011; 2012; TRALDI 9 

et al., 2016; 2020; NIRCHIO et al., 2021). No entanto, populações de Apareiodon affinis 10 

dos rios Cuiabá, Paraguai e Uruguai, podem apresentar de 2 à 8 pares de cromossomos 11 

acrocêntricos (NASCIMENTO et al., 2018). Variação no 2n foram encontradas em 12 

indivíduos de Apareiodon piracicabae do rio Passa Cinco (Ipeúna – São Paulo), e 13 

Parodon nasus do rio Três Bocas (Londrina – Paraná) devido a presença de 14 

cromossomos supranumerários (Bs) (FALCÃO; MOREIRA-FILHO; BERTOLLO, 1984; 15 

PAULA et al., 2017). Ainda, as populações de A. affinis do Alto Paraná apresentam 2n = 16 

55 em fêmeas, devido ao sistema múltiplo de cromossomos sexuais (MOREIRA-FILHO; 17 

BERTOLLO; GALETTI Jr, 1980). 18 

Embora as espécies de Parodontidae apresentem um 2n conservado, variações 19 

relacionadas à presença de cromossomos sexuais heteromórficos, localização 20 

cromossômica dos marcadores rDNAs 18S e 5S, DNA satélite pPh2004, fração repetitiva 21 

WAp, elementos transponíveis, histonas e pequenos RNAs nucleares (snRNA – small 22 

nuclear RNA)  são evidenciadas (BELLAFRONTE et al., 2011, 2012; SCHEMBERGER 23 

et al., 2011, 2014, 2016, 2019; ZIEMNICZAK et al., 2014; TRALDI et al., 2016, 2019, 24 

2020; NASCIMENTO et al., 2018; SANTOS et al., 2019; AZAMBUJA et al., 2022a, b).  25 

Com relação ao rDNA 18S, os sítios detectados pela técnica de impregnação por 26 

nitrato de prata (Ag-NORs) e sondas de rDNA 18S, demonstraram a localização deste na 27 

região terminal do braço longo de um par de cromossomos subtelocêntricos nas espécies 28 

A. affinis, A. ibitiensis, A. piracicabae, Apareiodon sp. (Rio Verde), A. vladii, A. vittatus e 29 

P. nasus (JESUS; MOREIRA-FILHO, 2000a, b; JORGE; MOREIRA-FILHO, 2004; ROSA 30 

et al., 2006; VICARI et al., 2006b; BELLAFRONTE et al., 2005, 2009, 2011; AZAMBUJA 31 
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et al., 2022b). Em A. argenteus, A. machrisi, Apareiodon sp. 2 (Córrego Bandeirinha), P. 1 

hilarii, P. moreirai, P. pongoensis e S. wagneri o rDNA 18S encontra-se localizado na 2 

região terminal de um par metacêntrico/submetacêntrico (VICENTE; JESUS; MOREIRA-3 

FILHO, 2001; CENTOFANTE; BERTOLLO; MOREIRA-FILHO, 2002; TRALDI et al., 4 

2016, 2020; NIRCHIO et al., 2021). Em A. cavalcante, A. davisi, A. hasemani e 5 

Apareiodon sp. (Rio Aripuanã), múltiplos sítios de rDNA 18S foram observados 6 

(BELLAFRONTE et al., 2012; TRALDI et al., 2016, 2020; SANTOS et al., 2019). Sítios 7 

adicionais de 18S ainda foram descritos em indivíduos de A. ibitiensis e A. vittatus 8 

(BELLAFRONTE et al., 2009, 2011). 9 

Já para o rDNA 5S, a localização deste rDNA próxima à região centromérica de 10 

um cromossomo metacêntrico/submetacêntrico é descrito nas espécies A. affinis, A. 11 

argenteus, A. ibitiensis, A. piracicabae, Apareiodon sp. (Rio Verde), Apareiodon sp. (Rio 12 

Aripuanã), Apareiodon sp. 2 (Córrego Bandeirinha), A. vittatus, P. hilarii, P. moreirai, P. 13 

pongoensis e S. wagneri (CENTOFANTE; BERTOLLO; MOREIRA-FILHO, 2002; VICARI 14 

et al., 2006b; BELLAFRONTE et al., 2009, 2011; SANTOS et al., 2019; NIRCHIO et al., 15 

2021). Em P. nasus, este encontra-se localizado na região proximal de um cromossomo 16 

subtelocêntrico (BELLAFRONTE et al., 2005; AZAMBUJA et al., 2022b), e em A. 17 

hasemani na região terminal de um par submetacêntrico (BELLAFRONTE et al., 2012). 18 

Nas espécies A. cavalcante, A. davisi, A. machrisi e A. vladii sítios múltiplos foram 19 

relatados (ROSA et al., 2006; TRALDI et al., 2016, 2020). 20 

Parodon nasus e S. wagneri apresentam os clusters de rDNAs em sintenia, 21 

enquanto nas espécies A. cavalcante, A. davisi, A. machrisi estes encontram-se 22 

colocalizados em alguns pares cromossômicos (BELLAFRONTE et al., 2005; TRALDI et 23 

al., 2016, 2020; NIRCHIO et al., 2021; AZAMBUJA et al., 2022b). 24 

Genes histônicos foram mapeados em apenas seis espécies de Apareiodon e 25 

em uma espécie de Parodon por Traldi et al. (2019). Para a histona H1, que possui 26 

similaridade ao TE ERV1-2_FCa-I_1, um bloco na região proximal de um par 27 

submetacêntrico foi observado, em adição à sinais dispersos por todos os cromossomos 28 

do complemento. A histona H4, foi mapeada colocalizada ao bloco observado para a 29 

histona H1 (TRALDI et al., 2019). 30 
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Espécies de Parodontidae são conhecidas por apresentarem diferentes sistemas 1 

de cromossomos sexuais, com a ocorrência de espécies sem cromossomos sexuais 2 

heteromórficos, com proto-cromossomos sexuais, sistema de cromossomos sexuais 3 

simples (ZZ/ZW) ou múltiplo (ZZ/ZW1W2) (SCHEMBERGER et al., 2011). 4 

Análise das regiões heterocromáticas, e o mapeamento das sequências 5 

repetitivas satélite pPh2004 (VICENTE et al., 2003) e WAp (VICARI et al., 2010) ajudaram 6 

a elucidar a origem dos diferentes sistemas de cromossomos na família 7 

(SCHEMBERGER et al., 2011). Para o sistema ZZ/ZW, a origem é proposta ter ocorrido 8 

a partir de uma inversão paracêntrica de um sítio terminal portador da fração denominada 9 

WAp para a região proximal do braço curto de um par metacêntrico, com posterior 10 

amplificação desta região levando a diferenciação do cromossomo W nas espécies 11 

portadoras deste sistema (SCHEMBERGER et al., 2011), com exceção de A. hasemani, 12 

onde há um pequeno acúmulo de heterocromatina e sequências WAp no braço curto do 13 

cromossomo W (BELLAFRONTE et al., 2012). 14 

Para a origem do sistema múltiplo, é proposto inicialmente uma translocação 15 

recíproca entre um par autossômico e um par de proto cromossomo sexual, depois o 16 

cromossomo W sofreu uma fissão cêntrica seguida por uma inversão pericêntrica para 17 

dar origem aos cromossomos W1 e W2 (MOREIRA-FILHO; BERTOLLO; GALETTI Jr, 18 

1980; SCHEMBERGER et al., 2011). 19 

Sequências do satélite de DNA pPh2004 foram mapeadas nos cromossomos 20 

sexuais de P. hilarii, P. moreirai, A. affinis e Apareiodon sp. (Rio Aripuanã) e contribuíram 21 

para a diferenciação destes (VICENTE et al., 2003; SCHEMBERGER et al., 2011; 22 

NASCIMENTO et al., 2018; SANTOS et al., 2019). Neste contexto, na família são 23 

descritas espécies sem cromossomos sexuais heteromórficos (A. piracicabae e A. 24 

vittatus); com proto cromossomos sexuais e presença de DNA satélite pPh2004 (Parodon 25 

nasus, P. pongoensis, A. argenteus, A. cavalcante, A. davisi, A. machrisi e Apareiodon 26 

sp. 2 – Córrego Bandeirinha); com sistema de cromossomos sexuais heteromórficos 27 

(ZZ/ZW) (Apareiodon sp. – Rio Verde, A. ibitiensis, A. vladii e A. hasemani); com sistema 28 

de cromossomos sexuais heteromórficos e presença de DNA satélite pPh2004 29 

(Apareiodon sp. – Rio Aripuanã, P. moreirai e P. hilarii); além da espécie A. affinis 30 

(sistema do Alto Rio Paraná), com sistema de cromossomos sexuais múltiplos 31 
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(ZZ/ZW1W2) e DNA satélite pPh2004 (SCHEMBERGER et al., 2011; BELLAFRONTE et 1 

al., 2012; TRALDI et al., 2016, 2020; NASCIMENTO et al., 2018; SANTOS et al., 2019). 2 

Recentemente, a primeira caracterização citogenética para o gênero Saccodon foi 3 

descrita por Nirchio et al. (2021), demonstrando que S. wagneri possui sistema de 4 

cromossomos sexuais heteromórficos ZZ/ZW. 5 

Estudos utilizando microssatélites e TEs, demonstram ainda o envolvimento 6 

destas sequências na diferenciação dos cromossomos sexuais na família 7 

(SCHEMBERGER et al., 2014, 2016, 2019; ZIEMNICZAK et al., 2014). Recentemente o 8 

genoma de macho e fêmea de Apareiodon sp. (Rio Verde) foi montado (SCHEMBERGER 9 

et al., 2019). Análises de anotação da fração repetitiva do genoma demonstram que cerca 10 

de 36% deste correspondem a elementos repetitivos, como microssatélites, satélites de 11 

DNA e TEs (SCHEMBERGER et al., 2019).  12 
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2 OBJETIVOS 1 

 2 

2.1 OBJETIVO GERAL 3 

 4 

Avaliar a ocorrência de ncRNA derivados de miniaturas de elementos 5 

transponíveis (MITEs) e a organização de famílias gênicas U snRNA no genoma de 6 

Apareiodon sp. com enfoque no reconhecimento de moléculas cooptadas, bem como, na 7 

compreensão da atuação desses elementos de repetição na diferenciação cromossômica 8 

em espécies de Parodontidae. 9 

 10 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 11 

 12 

 Prospectar e caracterizar sequências de miniaturas de elementos transponíveis 13 

(MITEs) no genoma de Apareiodon sp.; 14 

 Realizar a identificação de ncRNAs derivados a partir das sequências MITEs; 15 

 Prospectar e caracterizar genes da família multigênica dos U snRNAs no genoma 16 

de Apareiodon sp.; 17 

 Investigar a participação de sequências de U snDNAs na diversificação dos 18 

cromossomos da família Parodontidae.  19 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 1 

 2 

3.1 MATERIAL BIOLÓGICO 3 

 4 

Exemplares da família Parodontidae foram coletados nas bacias Alto Rio Paraná, 5 

Baixo Rio Paraná, São Francisco, Tocantins-Araguaia e Amazônica (Tabela 1, Figura 1). 6 

As coletas foram realizadas com autorização do Instituto Chico Mendes de Conservação 7 

da Biodiversidade (SISBIO: 15117-3) e Sistema Nacional de Gestão do Patrimônio 8 

Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN: AE12D3D). Os 9 

procedimentos foram aprovados pela Comissão de Ética no Uso Animal da Universidade 10 

Estadual de Ponta Grossa (Processo CEUA 06/2019) e pela Comissão Técnica Nacional 11 

de Biossegurança – CTNBio (CQB: 0063/98). 12 

Os peixes coletados foram mantidos em aquários aerados e utilizados para 13 

obtenção de cromossomos mitóticos a partir de células renais pelo método air-drying 14 

(BERTOLLO; CIOFFI; MOREIRA-FILHO, 2015). Indivíduos de cada população analisada 15 

foram depositados nas coleções ictiológicas do Núcleo de Pesquisas em Limnologia, 16 

Ictiologia e Aquacultura (NUPELIA) da Universidade Estadual de Maringá e do Museu 17 

Nacional do Rio de Janeiro (MNRJ). Os indivíduos de A. piracicabae do rio Mogi-Guaçu 18 

e P. hilarii do ribeirão Araras encontram-se no Laboratório de Biologia Cromossômica: 19 

Estrutura & Função (CBSFLab) da Universidade Estadual de Ponta Grossa e serão 20 

encaminhados para depósito nos museus. 21 

 22 
Tabela 1 – Espécies da família Parodontidae estudadas, localização, número de indivíduos utilizados e 23 
código de depósito. 24 

Espécie Rio/Bacia hidrográfica 

Número 

de 

indivíduos 

Voucher GPS 

Apareiodon affinis 
Rio Passa Cinco/Bacia do Alto 

Rio Paraná 
12♂ 14♀ NUP16983 

22°22’19” S; 

47°46’54” W 

Apareiodon affinis 
Rio Cuiabá/Bacia do Baixo Rio 

Paraná 
5 ♂ 6 ♀ NUP16265 

15°34’41” S; 

56°09'59"W 

Apareiodon affinis 
Rio Uruguai/ Bacia do Baixo 

Rio Paraná 
8 ♂ 9 ♀ NUP16270 

27°05’21” S; 

53°01’01” W 
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Espécie Rio/Bacia hidrográfica 

Número 

de 

indivíduos 

Voucher GPS 

Apareiodon affinis 
Rio Paraguai/Bacia do Baixo 

Rio Paraná 
7 ♂ 9 ♀ NUP16264 

16°04’31” S; 

57°42’10” W 

Apareiodon ibitiensis 
Ribeirão Araras/Bacia do Rio 

São Francisco 
8 ♂ 9 ♀ MNRJ32741 

20°26’16” S; 

45°55’39” W 

Apareiodon ibitiensis 
Rio Passa Cinco/Bacia do Alto 

Rio Paraná 
5 ♂ 7 ♀ MNRJ32771 

22°22’19” S; 

47°46’54” W 

Apareiodon piracicabae 
Rio Mogi-Guaçu/Bacia do Alto 

Rio Paraná 
8♂ 10 ♀ - 

21°55’34” S; 

47°22’03” W 

Apareiodon sp. 
Rio Verde/Bacia do Alto Rio 

Paraná 
15 ♂ 17 ♀ NUP3447 

25°05’02” S; 

50°05’50” W 

Apareiodon vittatus 
Rio Jordão/Bacia do Baixo Rio 

Paraná 
5 ♂ 3 ♀ NUP19987 

25°35’50.3” S; 

51°40’44.6” W 

Apareiodon vladii 
Rio Piquiri/Bacia do Alto Rio 

Paraná 
10 ♂ 10 ♀ 

NUP3375; 

NUP3376 

25°02’57.6” S; 

52°24’22.7” W 

Parodon buckleyi 
Rio Branco/Bacia do Rio 

Amazonas 
22 ♂ 10 ♀ NUP23214 

11°55’51.1” S; 

62°09’09.4” W 

Parodon hilarii 
Ribeirão Araras/Bacia do Rio 

São Francisco 
9 ♂ 14 ♀ - 

20°26’16” S; 

45°55’39” W 

Parodon nasus 
Rio Passa Cinco/Bacia do Alto 

Rio Paraná 
7 ♂ 9 ♀ NUP23219 

22°22’19” S; 

47°46’54” W 

Parodon pongoensis 
Rio Taquaralzinho/Bacia do 

Tocantins-Araguaia 
4 ♂ 5 ♀ NUP12147 

15º53’28” S; 

52º14’56” W 

Parodon sp. 
Rio do Peixe/Bacia do Rio 

Amazonas 
8 ♂ 2 ♀ NUP23216 

08º39’15.5” S; 

55º09’24.3” W 
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Figura 1 – Mapa do Brasil com a localização dos pontos de coleta dos espécimes de Parodontidae 1 
analisados.2 

 3 
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3.2 MÉTODOS 1 

 2 

3.2.1 Sequenciamento e montagem do genoma de Apareiodon sp. 3 

 4 

Duas montagens do genoma de Apareiodon sp. foram utilizadas neste trabalho. 5 

Para o capítulo 1, uma nova montagem utilizando longs reads e shorts reads foi realizada, 6 

enquanto para o capítulo 2, a versão do genoma de fêmea publicada por Schemberger 7 

et al. (2019) e disponível em http://sacibase.ibb.unesp.br/jbrowse/JBrowse-8 

1.12.1/index.html?data=data-apareiodon-sp foi utilizada. 9 

Para a montagem da nova versão do genoma de Apareiodon sp., inicialmente 10 

Longs reads foram obtidos a partir do isolamento de DNA de músculo de uma fêmea de 11 

Apareiodon sp.  (Rio Verde) na empresa Novagen Technology Inc (Califórnia, EUA). Após 12 

avaliação da qualidade da extração do DNA, este foi utilizado para construção da 13 

biblioteca e sequenciamento na plataforma PacBio. A qualidade das bibliotecas de short 14 

reads (Illumina Hiseq 100 base paired-end reads – macho e fêmea; Illumina Hiseq 150 15 

base paired-end reads – macho e fêmea) obtidas por Schemberger et al. (2019) foram 16 

verificadas no FastQC (https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/), e 17 

filtradas com a ferramenta Trimmomatic (BOLGER; LOHSE; USADEL, 2014) para 18 

remoção dos reads de baixa qualidade (Q score < 33) e captura de reads >80 ou >140 19 

nucleotídeos para cada uma das bibliotecas. 20 

Primeiramente as long reads obtidas foram submetidas à montagem genômica 21 

no Canu (KOREN et al., 2017, 2018; NURK et al., 2020) utilizando os seguintes 22 

parâmetros: CorrectedErrorRate=0,035, utgOvlErrorRate=0,065, trimReadsCoverage=2, 23 

trimReadsOverlap=500. Uma versão do genoma haploide foi removida usando o software 24 

Redudans (PRYSZCZ; GABALDÓN, 2016). Para correção e polimento da montagem, 25 

foram realizadas 3 rodadas no Pilon (WALKER et al., 2014), utilizando a biblioteca de 26 

short reads de Apareiodon sp. Após, dois procedimentos de obtenção de scaffolds foram 27 

realizados utilizando o RaGOO (ALONGE et al., 2019). No primeiro, os genomas de 28 

referência de Pygocentrus nattereri (piranha de barriga vermelha) (NCBI RefSeq Access: 29 

GCF_015220715.1), Carassius auratus (goldfish) (NCBI RefSeq Access: 30 

GCF_003368295.1), e Astyanax mexicanus (tetra mexicano) (NCBI RefSeq Access: 31 
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GCF_000372685.2) foram utilizados. Em seguida, o segundo procedimento de 1 

scaffolding foi realizado utilizando apenas o genoma de referência de P. nattereri, 2 

removendo as sequências NC_051239.1 e NC_051240.1 (menores cromossomos do 3 

genoma – prováveis cromossomos sexuais), seguido por uma rodada final no Pilon. 4 

A verificação da qualidade da montagem foi realizada a partir da busca de genes 5 

ortólogos no BUSCO (SIMÃO et al., 2015) no software gVolante (NISHIMURA; HARA; 6 

KURAKU, 2017). 7 

A anotação genômica foi realizada com o pipeline BRAKER2 (BRŮNA et al., 8 

2021), usando como referência o conjunto completo de proteínas de P. nattereri, C. 9 

auratus e A. mexicanus. 10 

 11 

3.2.2 Prospecção e caracterização de Miniature Inverted-repeats Transposable Elements 12 

no genoma de Apareiodon sp. 13 

 14 

A prospecção das MITEs foi realizada no genoma de Apareiodon sp. (versão long 15 

reads) com a utilização da ferramenta MITE tracker (CRESCENTE et al., 2018) com os 16 

parâmetros padrões. Inicialmente, MITEs candidatos foram identificados a partir da busca 17 

de sequências com repetições invertidas válidas com tamanho entre 50 e 800 18 

nucleotídeos. Uma busca por BLAST (nucleotide – nucleotide) foi utilizada para alinhar 19 

cada candidato à sua sequência reverso complemento. Após a identificação das regiões 20 

invertidas terminais (TIR) válidas, a existência de target site duplications (TSDs) foram 21 

checadas nas regiões à esquerda e direita das TIRs. As MITEs válidas (presença de TIR 22 

e TSD) foram alinhadas e agrupadas em famílias utilizando o VSEARCH (ROGNES et 23 

al., 2016) considerando as sequências TIR e interna, e similaridade de 80%. Sequência 24 

TSDs não foram consideradas nesta etapa, uma vez que podem mudar durante as 25 

inúmeras transposições das sequências. Para cada elemento identificado, cerca de 50 26 

nucleotídeos à esquerda e a direita da TSD foram selecionados e comparados às regiões 27 

flanqueadoras de cada elemento da família. Apenas elementos que diferem 28 

completamente nas suas regiões flanqueadoras foram consideradas cópias únicas 29 

pertencentes a mesma família. Após a comparação de todas as cópias da família, esta 30 

foi considerada conservada se apresentasse ao menos 3 cópias distintas. 31 
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Para classificação das famílias de MITEs identificadas, as sequências obtidas 1 

foram submetidas à busca por similaridade no CENSOR (KOHANY et al., 2006) em 2 

adição a análise das TIRs. 3 

O mapeamento das MITEs prospectadas no genoma de Apareiodon sp., em um 4 

contexto gênico, foi realizado a partir da utilização de um arquivo GFF3 contendo as 5 

coordenadas das MITEs e os arquivos GFF3 de anotação gênica gerados pelo 6 

BRAKER2. Inicialmente, as posições das MITEs foram comparadas às regiões exônicas 7 

e intrônicas anotadas no genoma de Apareiodon sp. utilizando a opção “intersect” na 8 

ferramenta BEDtools (QUILAN; HALL, 2010). As MITEs identificadas nestas duas regiões 9 

foram removidas do arquivo GFF3, e este foi comparado às coordenadas das regiões 10 

gênicas utilizando a opção “closest” na ferramenta BEDtools para determinar a distância 11 

ao gene mais próximo. De acordo com a localização das sequências, essas foram 12 

classificadas em: intrônicas (IN – MITE localizada dentro de intron), exônicas (EX – MITE 13 

localizada dentro de éxon), upstream (UP – MITE localizada até 10,000 nt da região 5’ 14 

do gene), downstream (DW – MITE localizada até 10,000 nt da região 3’ do gene), e 15 

intergene (IG) quando nenhum dos critérios anteriores foi observado. 16 

 17 

3.2.3 Identificação de ncRNAs nas MITEs 18 

 19 

Buscas por ncRNAs foram realizadas nas MITEs prospectadas no genoma de 20 

Apareiodon sp. Inicialmente, uma busca por famílias de ncRNAs conservadas foi 21 

realizada com a ferramenta Infernal 1.1.3 (NAWROCKI; EDDY, 2013) e os modelos de 22 

covariância disponíveis no Rfam (v. 14.8 – maio 2022) (KALVARI et al., 2020). Os 23 

ncRNAs preditos foram filtrados considerando apenas as interações válidas e um E-value 24 

≤ 1.0e-5. A sequência consenso para cada família identificada foi alinhada ao MITE para 25 

identificar regiões conservadas utilizando CLUSTALW no Geneious v.7.1.9 (KEARSE et 26 

al., 2012). 27 

Em um segundo momento, um banco de dados de miRNAs maduros de peixes 28 

foi obtido a partir do release 22.1 do miRBase (KOZOMARA; BIRGAOANU; GRIFFITHS-29 

JONES, 2019). Sequências para as espécies Astatotilapia burtoni (abu-mir – 236 30 

sequências), Cyprinus carpio (ccr-mir – 146 sequências), Danio rerio (dre-mir – 374 31 
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sequências), Electrophorus electricus (eel-mir – 34 sequências), Fugu rubripes (fru-mir – 1 

108 sequências), Gadus morhua (gmo-mir – 516 sequências), Hippoglossus 2 

hippoglossus (hhi-mir – 36 sequências), Ictalurus punctatus (ipu-mir – 205 sequências), 3 

Metriaclima zebra (mze-mir – 184 sequências), Neolamprologus brichardi (nbr-mir – 182 4 

sequências), Oryzias latipes (ola-mir – 146 sequências), Oreochromis niloticus (oni-mir – 5 

695 sequências), Pundamilia nyererei (pny-mir – 182 sequências), Paralichthys olivaceus 6 

(pol-mir – 38 sequências), Salmo salar (ssa-mir – 497 sequências), e Tetraodon 7 

nigroviridis (tni-mir – 109 sequências) foram recuperadas. Para evitar sequências 8 

redundantes, sequências idênticas foram agrupadas utilizando o software CD-HIT 9 

(http://weizhong-lab.ucsd.edu/cd-hit/) e filtradas do banco de dados. A busca por miRNAs 10 

nas sequências MITEs foi realizada a partir de BLASTn local, utilizando os parâmetros -11 

task blastn-short e -word_size 15. 12 

 13 

3.2.4 Predição e caracterização de snRNAs em Apareiodon sp. 14 

 15 

snRNAs que compõem o major e o minor spliceossomos foram preditos no 16 

genoma de Apareiodon sp. (shorts reads version – SCHEMBERGER et al., 2019) 17 

utilizando o software Infernal 1.1.3 (NAWROCKI; EDDY, 2013), empregando as 18 

bibliotecas dos modelos de covariância disponíveis no Rfam (KALVARI et al., 2020) (v. 19 

14.2 – abril 2020) (U1 – RF00003; U2 – RF00004; U4 – RF00015; U5 – RF00020; U6 – 20 

RF00026; U11 – RF00548; U12 – RF00007; U4atac – RF00618; U6atac – RF00619) de 21 

acordo com o Protocolo Alternativo 1 (KALVARI et al., 2018). 22 

Para a predição da estrutura secundária, as 10 sequências com menores valores 23 

de E-value para cada família dos snRNAs U1, U2, U4, U5 e U6 foram alinhadas utilizando 24 

CLUSTALW no Geneious v.7.1.9 (KEARSE et al., 2012). Já para os snRNAs U11, U12, 25 

U4atac e U6atac todas as sequências preditas foram alinhadas. A ferramenta RNAalifold 26 

(BERNHART et al., 2008), disponível no pacote ViennaRNA 2.0 (LORENZ et al., 2011), 27 

foi utilizada para obtenção das estruturas secundárias. A formação de hétero-dímeros 28 

entre os snRNAs U4/U6 e U4atac/U6atac foi verificada a partir das sequências consenso 29 

destes snRNAs, utilizando a ferramenta RNAcofold para determinar a interação 30 

(BERNHART et al., 2006). 31 
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3.2.5 Identificação e caracterização de regiões promotoras dos snRNAs 1 

 2 

O software MEME suite v. 5.3.3 (BAILEY et al., 2009), que inclui a ferramenta 3 

MEME (Número do motif por sequência = 0 ou 1; número máximo de motifs = 10; tamanho 4 

dos motifs = 5 – 25; número de nucleotídeos nos motifs = 5 – 20) (BAILEY et al., 2009) 5 

foi utilizado para a descoberta de motifs conservados até 200 pb na região upstream dos 6 

snRNAs. Após a identificação dos motifs, a busca pelos elementos conservados Proximal 7 

Sequence Element (PSE) e TATA-box foi realizada manualmente nas sequências dos 8 

snRNAs. 9 

 10 

3.2.6 Desenho dos primers e confirmação dos snRNAs no genoma de Apareiodon sp. 11 

 12 

Primers para cada família de snRNA foram desenhados a partir do alinhamento 13 

das sequências preditas no genoma de Apareiodon sp. com menores E-values no 14 

software online Primer3Plus (UNTERGASSER et al., 2007). O DNA genômico de 15 

Apareiodon sp. foi extraído do fígado pelo método CTAB (cetyltrimethylammoniun) 16 

(MURRAY; THOMPSON, 1980) e utilizado como molde para Reações em Cadeia da 17 

Polimerase (PCR), para obtenção de amplicons de cada snRNA. As reações de PCR 18 

continham: 1X tampão de reação Taq DNA polimerase (200 mM Tris pH 8.4, 500 mM 19 

KCl) (Invitrogen®), 2.5 mM de MgCl2 (Invitrogen®), 0.2 mM de dNTPs, 0.5 μM de cada 20 

primer, 1 U de Taq DNA polimerase (Invitrogen®) e 40 ng de DNA. O programa de reação 21 

consistiu de desnaturação inicial por 10 minutos à 95ºC, seguido de 35 ciclos de 95ºC 22 

por 1 minuto, 61,5ºC por 45 segundos e 72ºC por 1 minuto, e extensão final por 10 23 

minutos à 72ºC. Os produtos de PCR obtidos foram purificados utilizando o kit Illustra 24 

GFX PCR DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare), clonados em vetor pGEM 25 

(Promega®) e transformados na bactéria Escherichia coli DH5α (Gibco GBRL®). O 26 

isolamento e extração do DNA plasmidial foi realizado pelo método de lise alcalina, e 27 

sequenciados em sequenciador automático ABI-prism 3500 Genetic Analyzer (Applied 28 

biosystems). As sequências de DNA obtidas foram corrigidas no software Geneious 29 

v.7.1.9 (KEARSE et al., 2012) e submetidas aos bancos de dados Basic Local Alignment 30 

Search Tool (BLASTn) (ALTSCHUL et al., 1990), Rfam (KALVARI et al., 2020) e 31 
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CENSOR (GIRINST) (KOHANY et al., 2006) para caracterização destas. Todas as 1 

sequências obtidas foram depositadas no GenBank. 2 

 3 

3.2.7 Hibridação in situ Fluorescente (FISH) 4 

 5 

As sequências clonadas e confirmadas como snRNAs U1, U2, U4, U5 e U6 foram 6 

amplificadas por PCR como sondas utilizando os nucleotídeos marcados digoxigenina-7 

11dUTP (Jena Bioscience, Jena, Germany) (U1, U2 e U4), Aminoallyl-dUTP-Cy5 (Jena 8 

Bioscience, Jena, Germany) (U2 e U4), e biotina-16-dUTP (Jena Bioscience, Germany) 9 

(U5 e U6), e usados nos experimentos de localização in situ. A Hibridação in situ 10 

Fluorescente (FISH) foi realizada de acordo com o protocolo geral descrito por PINKEL; 11 

STRAUME; GRAY (1986), e a etapa de hibridação foi realizada com as seguintes 12 

condições de estringência: 200ng de cada sonda, 50% formamida, 10% sulfato de 13 

dextrano, e 2xSSS – Solução salina de citrato de sódio, por 16 horas à 37 °C em câmara 14 

úmida. 15 

As sondas marcadas com biotina-16dUTP foram detectadas com Streptavidin 16 

Alexa Fluor 488 (Molecular Probes, Eugene, Germany) e as sondas marcadas com 17 

digoxigenina-11-dUTP com anti-digoxigenin rhodamine Fab fragments (Roche Applied 18 

Science, Penzberg, Germany), e os cromossomos foram contracorados com solução 19 

DAPI (0.2 μL/mL) montado em meio VectaShield (Vector). As melhores metáfases foram 20 

fotografadas em microscópio de epifluorescência Leica (DM 2000) equipado com câmera 21 

CCD Leica DFC3000 G. Os cromossomos foram classificados em metacêntrico (m), 22 

submetacêntrico (sm), subtelocêntrico (st) e acrocêntrico (a) de acordo com a regra da 23 

razão dos braços (LEVAN, FREDGA; SANDBERG, 1964) e organizados em cariótipos. 24 
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4 RESULTADOS 1 

 2 

Os resultados obtidos neste estudo estão apresentados em forma de artigos 3 

científicos divididos em 3 capítulos: 4 

 5 

 6 

4.1 CAPÍTULO 1 7 

 8 

Miniaturas de elementos transponíveis no genoma de Apareiodon sp. (Characiformes: 9 

Parodontidae) – Em elaboração. 10 

 11 

4.2 CAPÍTULO 2 12 

 13 

Major and minor U small nuclear RNAs genes characterization in a neotropical fish 14 

genome: Chromosomal remodeling and repeats units dispersion in Parodontidae. 15 

Publicado na revista Gene. 16 

 17 

4.3 CAPÍTULO 3 18 

 19 

Comparative U2 and U4 snDNA chromosomal mapping in the Neotropical fish genera 20 

Apareiodon and Parodon (Characiformes: Parodontidae) – Em elaboração. 21 
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4.1 CAPÍTULO 1 1 

 2 

 3 

Miniaturas de elementos transponíveis no genoma de Apareiodon sp. (Characiformes: 4 

Parodontidae) 5 

 6 

 7 

Artigo em preparação  8 
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Miniaturas de elementos transponíveis no genoma de Apareiodon sp. 1 

(Characiformes: Parodontidae) 2 

 3 

Resumo 4 

Miniaturas de elementos transponíveis (MITEs) são pequenos transposons de DNA não 5 

autônomos presentes em grande número de cópias em genomas eucariotos. Inserção de 6 

MITEs em introns ou próximas à genes são comuns, e tendem a alterar a estrutura gênica 7 

e sua expressão, fornecendo uma nova fonte de diversidade funcional. A origem de 8 

miRNAs derivadas de MITEs foi descrita em inúmeros organismos em um mecanismo 9 

denominado de co-opção molecular. No presente estudo, a prospecção das MITEs foi 10 

realizada no genoma do peixe neotropical Apareiodon sp. a partir do software MITE 11 

Tracker. 9.229 sequências de MITEs foram identificadas e agrupadas em 425 famílias. A 12 

identificação das MITEs demonstrou que as superfamílias Tc1-Mariner e hAT são as 13 

responsáveis por cerca de 65% da diversidade e frequência das famílias. 81% das MITEs 14 

encontram-se inseridas próximas ou dentro de genes. A busca por ncRNAs derivados de 15 

MITEs revelaram a presença de 14 famílias de precursores de miRNAs distribuídas em 16 

11 sequências de MITEs. Já a análise de similaridade identificou 29 diferentes miRNAs 17 

maduros de peixes localizados em 50 MITEs de Apareiodon sp. O grande número de 18 

MITEs localizadas próximas à genes em Apareiodon sp. as qualificam para processos de 19 

co-opção molecular. Da mesma forma, a identificação de famílias de pre-miRNAs e 20 

miRNAs maduros em sequências MITEs de Apareiodon sp. corroboram a proposta de 21 

cooptação desses elementos para função ncRNA. 22 

 23 

Palavras-chave: MITEs; genoma de peixe; co-opção molecular; miRNAs. 24 
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Introdução 1 

 2 

Elementos transponíveis (TEs – Transposable elements) são sequências de DNA 3 

que possuem a capacidade de se replicarem e se moverem nos genomas (CHÉNAIS et 4 

al., 2012; WELLS e FESCHOTTE, 2020). Os TEs estão presentes na maioria dos 5 

genomas e representam uma fração variável entre os eucariotos (KIDWELL, 2002; 6 

KONING et al., 2011; TOLLIS; BOISSINOT, 2012; SOTERO-CAIO et al., 2017), sendo 7 

uma importante fonte de variação genética e novidades genômicas (WELLS; 8 

FESCHOTTE, 2020). 9 

De acordo com Wicker et al. (2007), TEs podem ser classificados em duas 10 

classes: Classe I ou Retrotransposons, os quais utilizam um intermediário de RNA para 11 

se moverem no genoma, geralmente conhecidos como elementos transponíveis do tipo 12 

“copia e cola”; e Classe II ou transposons de DNA, que se movem de maneira direta no 13 

genoma sem a participação de um intermediário de RNA, a maioria deles conhecidos 14 

como elementos “corta e cola”. Estes ainda são classificados em subclasses de acordo 15 

com a mobilidade durante a transcrição reversa, e o número de fitas de DNA cortadas no 16 

sítio doador (WICKER et al., 2007). Subsequentemente são agrupados em superfamílias, 17 

baseado em características da estrutura proteica e domínios não codificantes, e famílias, 18 

de acordo com a homologia e conservação da sequência de DNA (WICKER et al., 2007). 19 

Miniaturas de elementos transponíveis (MITEs – Miniature Inverted-repeat 20 

Transposable Elements) são Transposons de DNA não-autônomos, ou seja, sem 21 

capacidade de transposição por enzima própria, por vezes caracterizados pelo alto 22 

número de cópias, e com tamanho relativamente pequeno (50 – 800 pb) (WICKER et al., 23 

2007; CRESCENTE et al., 2018). MITEs possuem regiões invertidas terminais (TIRs – 24 

Terminal Inverted Regions) e podem apresentar ainda duas repetições flanqueadoras 25 

curtas, chamadas sítios alvo de duplicação (TSD – Target Site Duplication), geradas 26 

durante a transposição (WICKER et al., 2007; CRESCENTE et al., 2018). No entanto, 27 

durante o processo de transposição de uma MITE, é pouco provável que suas TSD sejam 28 

transpostas juntas com o elemento (CRESCENTE et al., 2018). 29 

MITEs foram inicialmente descritas no genoma de milho (BUREAU e WESSLER, 30 

1992) e posteriormente identificadas em diferentes grupos de organismos (LIU et al., 31 
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2019; MIKKELSEN; WEIR, 2020; ALBUQUERQUE; EBERT; HAAG, 2020; GRACE; 1 

CARR, 2020). No entanto, estudos de prospecção e identificação de MITEs em genomas 2 

de peixes ainda são escassos (IZSVÁK et al., 1999; SCHEMBERGER et al., 2016). 3 

Apesar de MITEs e TEs autônomos serem capazes de ser transpostos pela 4 

mesma transposase, seus números de cópias variam drasticamente nos genomas 5 

(CHEN et al., 2014a). Enquanto famílias de elementos autônomos apresentam um ou 6 

poucos membros, uma família de MITEs pode ter de dezenas a centenas de cópias 7 

(FATTASH et al., 2013). Durante o processo de transposição, MITEs frequentemente são 8 

inseridas próximas ou dentro de genes, podendo impactar a expressão destes (KUANG 9 

et al., 2009; FATTASH et al., 2013; MACKO-PODGÓRNI; MACHAJ; GRZEBELUS, 2021; 10 

KLAI et al., 2020, 2022). Apesar da transcrição das MITEs não serem requiridas para a 11 

transposição, a localização destas próximas à genes e/ou em introns, permite que sejam 12 

frequentemente transcritas (FESCHOTTE; JIANG; WESSLER, 2002; FESCHOTTE, 13 

2008). Devido à presença das TIRs, MITEs transcritas podem formar estruturas de 14 

dsRNA (double strand RNA) em grampo (stem loop), as quais são semelhantes às 15 

sequências de pré-miRNA e que podem ser processadas, pela maquinaria de RNAi, 16 

dando origem à microRNAs (miRNAs) (PIRIYAPONGSA; JORDAN, 2008; CUI; YOU; 17 

CHEN, 2017). 18 

Apareiodon sp. (espécie não descrita na literatura e próxima de Apareiodon 19 

ibitiensis) é uma espécie de peixe neotropical pertencente à família Parodontidae 20 

(VICARI et al., 2006b). Schemberger et al. (2019) demonstraram que cerca de 36% do 21 

genoma de Apareiodon sp. corresponde à elementos repetitivos, sendo que destes, cerca 22 

de 38% são Transposons de DNA. Duas fases de invasões de transposons de DNA foram 23 

observadas na espécie: na fase mais antiga os elementos Helitron, Tc1-mariner e EnSpm 24 

apresentaram expansão no número de cópias, enquanto que na segunda fase os 25 

elementos hAT, Harbinger, Crypton e Tc1-Mariner estiveram envolvidos 26 

(SCHEMBERGER et al., 2019). Neste contexto, o objetivo deste estudo foi realizar a 27 

prospecção e caracterização de sequências MITEs no genoma de Apareiodon sp., 28 

identificando possíveis processos de co-opção molecular para função ncRNA. 29 

 30 

 31 
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Material e métodos 1 

 2 

Sequenciamento genômico e anotação gênica 3 

 4 

Long reads foram obtidos a partir do isolamento de DNA de músculo de uma 5 

fêmea de Apareiodon sp. (Rio Verde, Paraná 25°04’35” S; 50°04’03” W) na empresa 6 

Novagen Technology Inc (Califórnia, EUA), e após avaliação da qualidade submetido à 7 

construção da biblioteca e sequenciamento na plataforma PacBio. Short reads foram 8 

previamente obtidos por Schemberger et al. (2019) para dois indivíduos machos e duas 9 

fêmeas (Illumina HiSeq 100 base paired-end reads – macho e fêmea; Illumina Hiseq 150 10 

base paired-end reads – macho e fêmea). 11 

Os dados Illumina foram submetidos a análise de qualidade no FastQC 12 

(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) e filtrados com a ferramenta 13 

Trimmomatic (BOLGER; LOHSE; USADEL, 2014) para remoção de reads de baixa 14 

qualidade (Q Score < 33) e manutenção de reads >80 ou >140 nucleotídeos, de acordo 15 

com as bibliotecas acima mencionadas. 16 

As long reads foram submetidas à montagem no Canu (KOREN et al., 2017, 17 

2018; NURK et al., 2020) com os seguintes parâmetros: CorrectedErrorRate=0,035, 18 

utgOvlErrorRate=0,065, trimReadsCoverage=2, trimReadsOverlap=500. O genoma 19 

haplótipo foi removido usando o software Redudans (PRYSZCZ; GABALDÓN, 2016). A 20 

correção e polimento da montagem foi realizada em 3 rodadas no Pilon (WALKER et al., 21 

2014) com a biblioteca de short reads de fêmea de Apareiodon sp. Após, dois 22 

procedimentos de obtenção de scaffolds foram realizados com o RaGOO (ALONGE et 23 

al., 2019). Inicialmente os genomas de referência de Pygocentrus nattereri (piranha de 24 

barriga vermelha) (NCBI RefSeq Access: GCF_015220715.1), Carassius auratus 25 

(goldfish) (NCBI RefSeq Access: GCF_003368295.1), e Astyanax mexicanus (tetra 26 

mexicano) (NCBI RefSeq Access: GCF_000372685.2) foram utilizados. Em seguida, o 27 

segundo procedimento de scaffolding foi realizado utilizando apenas o genoma de 28 

referência de P. nattereri, seguido por uma rodada final no Pilon. Para verificar a 29 

qualidade da montagem, uma busca por genes ortólogos foi realizada no BUSCO 30 

(SIMÃO et al., 2015) no gVolante (NISHIMURA; HARA; KURAKU, 2017). 31 
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A anotação genômica foi realizada com o pipeline BRAKER2 (BRŮNA et al., 1 

2021), usando como referência o conjunto completo de proteínas de P. nattereri, C. 2 

auratus e A. mexicanus. 3 

 4 

Prospecção e caracterização das MITEs 5 

 6 

O genoma de Apareiodon sp. foi submetido à busca de MITEs na ferramenta 7 

MITE tracker (CRESCENTE et al., 2018) com os parâmetros padrões. Inicialmente, uma 8 

busca por sequências com repetições invertidas válidas com tamanho entre 50 e 800 9 

nucleotídeos (nt) foi realizada para identificar MITEs candidatas. Uma busca por BLAST 10 

(nucleotide – nucleotide) foi utilizada para alinhar cada candidato à sua sequência reverso 11 

complemento. Após identificar TIR válida, a existência de TSDs foram checadas nas 12 

regiões à esquerda e direita das TIRs. MITEs consideradas válidas foram alinhadas e 13 

agrupadas em famílias pelo VSEARCH (ROGNES et al., 2016) considerando as 14 

sequências TIR e sua região interna, e similaridade de 80%. Sequências TSDs foram 15 

removidas nesta etapa, uma vez que estas podem mudar durante as diferentes 16 

inserções. Para cada elemento, cerca de 50 nucleotídeos à esquerda e a direita da TSD 17 

foram selecionados e comparados às regiões flanqueadoras de cada elemento da família. 18 

Apenas elementos que diferem completamente nas regiões flanqueadoras foram 19 

considerados sequências únicas pertencente à mesma família. Após a comparação de 20 

todos as cópias da família, esta foi considerada conservada apenas se 3 ou mais 21 

sequências diferentes foram observadas. 22 

Para classificação das famílias de MITEs identificadas, as sequências MITEs 23 

foram submetidas à busca por similaridade no CENSOR (KOHANY et al., 2006) em 24 

adição a análise das TIRs. 25 

 26 

Mapeamento das MITEs no genoma de Apareiodon sp. 27 

 28 

Um arquivo GFF3 contendo as coordenadas das MITEs foi utilizado para 29 

determinar a posição das sequências MITEs em um contexto gênico. Inicialmente, as 30 

posições das MITEs foram comparadas às regiões exônicas e intrônicas anotadas no 31 



50 
 
 

genoma de Apareiodon sp. utilizando a opção intersect na ferramenta BEDtools 1 

(QUINLAN; HALL, 2010). Em um segundo momento, MITEs não identificadas nestas 2 

regiões foram comparadas às coordenadas das regiões transcritas utilizando a opção 3 

closest na ferramenta BEDtools para determinar a distância ao gene mais próximo. De 4 

acordo com a localização das sequências essas foram classificadas em: intrônicas (IN – 5 

MITE localizada dentro de íntron), exônicas (EX – MITE localizada dentro de éxon), 6 

upstream (UP – MITE localizada até 10.000 nt da região 5’ do gene), downstream (DW – 7 

MITE localizada até 10.000 nt da região 3’ do gene), e intergene (IG) quando nenhum 8 

dos critérios anteriores foi observado. 9 

 10 

Identificação de ncRNAs nas MITEs 11 

 12 

As MITEs prospectadas no genoma de Apareiodon sp. foram submetidas à uma 13 

busca por ncRNAs conservados utilizando a ferramenta Infernal 1.1.3 (NAWROCKI; 14 

EDDY, 2013) e os modelos de covariância do Rfam (v. 14.8 – may 2022) (KALVARI et 15 

al., 2020). Os ncRNAs preditos foram filtrados considerando o limite de inclusão da 16 

interação e um E-value ≤ 1.0e-5. A sequência consenso para cada família identificada foi 17 

alinhada ao MITE para identificar regiões conservadas utilizando CLUSTALW no 18 

Geneious v.7.1.9 (KEARSE et al., 2012). 19 

Um banco de dados de miRNAs maduros de peixes foi obtido a partir do release 20 

22.1 do miRBase (KOZOMARA; BIRGAOANU; GRIFFITHS-JONES, 2019). Sequências 21 

para as espécies Astatotilapia burtoni (abu-mir – 236 sequências), Cyprinus carpio (ccr-22 

mir – 146 sequências), Danio rerio (dre-mir – 374 sequências), Electrophorus electricus 23 

(eel-mir – 34 sequências), Fugu rubripes (fru-mir – 108 sequências), Gadus morhua (gmo-24 

mir – 516 sequências), Hippoglossus hippoglossus (hhi-mir – 36 sequências), Ictalurus 25 

punctatus (ipu-mir – 205 sequências), Metriaclima zebra (mze-mir – 184 sequências), 26 

Neolamprologus brichardi (nbr-mir – 182 sequências), Oryzias latipes (ola-mir – 146 27 

sequências), Oreochromis niloticus (oni-mir – 695 sequências), Pundamilia nyererei (pny-28 

mir – 182 sequências), Paralichthys olivaceus (pol-mir – 38 sequências), Salmo salar 29 

(ssa-mir – 497 sequências), e Tetraodon nigroviridis (tni-mir – 109 sequências) foram 30 

recuperadas. Para evitar sequências redundantes, sequências idênticas foram 31 
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agrupadas utilizando o software CD-HIT (http://weizhong-lab.ucsd.edu/cd-hit/) e apenas 1 

um representante de cada agrupamento foi inserido na análise. A busca por miRNAs nas 2 

sequências MITEs foi realizada através de BLASTn local utilizando os parâmetros -task 3 

blastn-short e -word_size 15. 4 

 5 

Resultados 6 

 7 

Montagem genômica 8 

 9 

A montagem long reads, seguida pela correção com as short reads, gerou um 10 

primeiro draft genômico de Apareiodon sp. com 1.304 contigs. Durante o processo de 11 

scaffolding utilizando como referência o genoma das espécies P. nattereri, C. auratus e 12 

A. mexicanus resultou em um draft genômico com 277 scaffolds. Após um novo processo 13 

de scaffolding utilizando o genoma de P. nattereri como referência resultou em 92 14 

scaffolds com 954.157.697 nt (~0.95 GB). A qualidade da montagem foi verificada no 15 

programa BUSCO, o qual demonstrou a presença de 195 genes completos (83.69%), 3 16 

parciais (1.29%), e 35 faltantes (15.02%). A anotação resultante do programa BRAKER2 17 

encontrou 36.290 genes e 13.933 proteínas similares ao genoma de referência. 18 

 19 

Prospecção e caracterização das MITEs 20 

 21 

Foram identificadas 9.229 sequências de MITEs no genoma de Apareiodon sp., 22 

as quais foram agrupadas em 425 famílias (Tabela suplementar 1 – disponível em: 23 

https://drive.google.com/file/d/1qppoCCFZvk6gnTKTBv4DGbieKJ7rqSX2/view?usp=sha24 

ring). As MITEs apresentaram entre 46 e 800 pb, com tamanho médio de 506 pb, 25 

representando cerca de 0,5% do genoma de Apareiodon sp. (4.757.417 nt). O tamanho 26 

das TIRs variou de 10 a 651 pb, com tamanho médio de 27 pb. O número de sequências 27 

observado dentro das famílias variou de 3 a 726, com valor médio de 22 sequências por 28 

família. 29 

A identificação das sequências MITEs demonstrou que suas famílias estão 30 

agrupadas em 10 superfamílias de Transposons de DNA (Tabela 1). As MITEs das 31 
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superfamílias hAT e Tc1-Mariner foram as mais numerosas em diversidade de famílias e 1 

em número de cópias encontradas no genoma de Apareiodon sp., correspondendo a 2 

cerca de 65% das sequências prospectadas (Tabela 1). 3 

A localização das MITEs no genoma de Apareiodon sp. revelou que 4.625 4 

encontram-se na região intrônica, 1.493 na região downstream da região gênica 5 

transcrita, 1.400 na região upstream da região transcrita, e 22 na região exônica (Figura 6 

1, Tabela suplementar 1). Ainda, 1.689 MITEs foram descritas em regiões intergênicas. 7 

 8 

ncRNAs derivados de MITEs 9 

 10 

A busca por famílias de ncRNAs conservadas nas sequências MITEs, 11 

demonstrou a ocorrência de 14 famílias de pre-miRNAs distribuídas em 11 sequências 12 

de MITEs (Tabela 2). Nas MITEs 457, 458, 459, 461, 462, 463, 464, 8.440, e 8.565 13 

diferentes famílias de miRNAs foram preditas. O alinhamento destas famílias às MITEs 14 

revelou que estas encontram-se sobrepostas na mesma região da MITE (Figura 2). 15 

Um total de 3.688 miRNAs maduros de peixes foram obtidos a partir do banco de dados 16 

do miRBase. Após a remoção das cópias redundantes, 1.653 diferentes miRNAs foram 17 

utilizados para busca de miRNAs nas sequências MITEs de Apareiodon sp. Cinquenta 18 

diferentes MITEs apresentaram similaridade com 29 diferentes miRNAs (Tabela 3). Trinta 19 

e uma destas MITEs encontram-se em íntrons, 10 na região intergênica, 8 na região 20 

downstream e 1 na região upstream (Tabela 3). 21 

 22 

Discussão 23 

 24 

Caracterização das MITEs no genoma de Apareiodon sp. 25 

 26 

Em plantas, as MITEs representam grande frações dos genomas, podendo 27 

chegar à mais de 200.000 cópias e a aproximadamente 10% do genoma em algumas 28 

espécies (CHEN et al., 2014b). No outro extremo, em espécies animais, as MITEs podem 29 

apresentar poucas cópias, como observado na ave rendalinho-do-Xingu (Willisornis vidua 30 

nigrigula) com 38 elementos agrupados em nove famílias (MIKKELSEN; WEIR, 2020). 31 
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Contudo, o número de sequências e famílias de MITEs é uma característica intrínseca 1 

de cada espécie, podendo variar drasticamente quando espécies relacionadas são 2 

comparadas (LIU et al., 2019; MACKO-PODGÓRNI; MACHAJ; GRZEBELUS, 2021; KLAI 3 

et al., 2022). Esse é o primeiro estudo de identificação de MITEs utilizando análises de 4 

larga escala em genomas de peixes, demonstrando um grande número de cópias (quase 5 

10.000 sequências de MITEs) correspondendo a 0,5% do genoma de Apareiodon sp. 6 

O genoma de Apareiodon sp. apresenta grande diversidade de superfamílias de 7 

TEs, sendo os transposons de DNA Tc1-Mariner e hAT os mais abundantes 8 

(SCHEMBERGER et al., 2019). Na fase de senescência de um TE, os elementos 9 

progressivamente acumulam mutações, inserções e deleções em suas sequências, até 10 

perderem completamente suas identidades (FERNÁNDEZ-MEDINA et al., 2012), 11 

gerando cópias neutras ou cooptadas nos genomas (FESCHOTTE, 2008). As MITEs, por 12 

sua vez, podem dispersar nos genomas a partir de transposons de DNA em diferentes 13 

vias (FESCHOTTE; JIANG; WESSLER, 2002; FATTASH et al., 2013). O mecanismo 14 

natural de origem de uma MITE envolve a deleção das regiões internas de um elemento 15 

autônomo durante seu mecanismo de transposição, originando a MITE de mesmo nome 16 

(FESCHOTTE; JIANG; WESSLER, 2002; FATTASH et al., 2013). Essas cópias não 17 

autônomas podem amplificar seu número de cópias na presença de seus elementos 18 

autônomos ativos (JIANG et al., 2004; FERNÁNDEZ-MEDINA et al., 2012). Em outra via, 19 

quando os elementos autônomos de uma família MITE são perdidos ou inativados em 20 

um genoma, algumas MITEs podem ainda ser mobilizadas de forma cruzada por 21 

elementos autônomos relacionados, devido à presença de motifs conservados que 22 

permitem a transposição (FATTASH et al., 2013). Nesse estudo, as MITEs das 23 

superfamílias Tc1-Mariner e hAT foram as mais diversas em famílias e numerosas em 24 

cópias no genoma de Apareiodon sp., o que está de acordo com a abundância e proposta 25 

de invasão desses elementos no genoma da espécie (SCHEMBERGER et al., 2019). 26 

 27 

Co-opção molecular de sequências MITEs 28 

 29 

A ampla maioria das cópias MITEs mapeadas no genoma de Apareiodon sp. 30 

estão localizadas dentro de genes ou próximas a eles. Esse fato sugere que a 31 



54 
 
 

conservação dessas sequências MITEs possa ser correlacionada a eventos de co-opção 1 

molecular, ou seja, onde essas sequências possam servir para outras funções no 2 

genoma. Tem sido proposto que as MITEs localizadas próximas ou dentro de genes 3 

podem estar envolvidas em mecanismos funcionais nos genomas, como por exemplo, no 4 

controle da expressão gênica, alteração de pontos de splicing e geração de ncRNAs 5 

(PIRIYAPONGSA; JORDAN, 2008; KUANG et al., 2009; LU et al., 2012; DRONGITIS et 6 

al., 2019). 7 

O conceito de domesticação, co-opção ou exaptação molecular, foi descrito para 8 

caracterizar o processo pelo qual uma sequência de TE é cooptada para realizar uma 9 

nova função e trazer benefícios para o genoma (MILLER et al., 1997). Quando inseridas 10 

na região upstream, as MITEs podem gerar novos sítios de ligação de fatores de 11 

transcrição (TESTORI et al., 2012; HÉNAFF et al., 2014; MORATA et al., 2018). Por outro 12 

lado, a presença de MITEs próximas à genes podem suprimir a expressão destes, através 13 

da metilação do DNA (ARIEL; MANAVELLA, 2021). O grande número de MITEs 14 

localizadas nas regiões upstream e downstream de genes no genoma de Apareiodon sp. 15 

sugere que algumas destas sequências possam ter sido cooptadas, e estejam atuando 16 

na regulação da expressão gênica.  17 

Já a localização das MITEs em regiões intrônicas é indicativa da transcrição em 18 

pré-RNA durante os eventos da expressão gênica. MITEs de localização intrônica podem 19 

gerar sítios crípticos de splicing e alternativas para a recomposição de éxons, ou mesmo, 20 

atuar em alterações nos perfis de expressão, caso os introns possuam sequências 21 

regulatórias (GREENE; WALKO; HAKE, 1994; KLAI et al., 2022). No genoma de 22 

Apareiodon sp. cerca de 50% das MITEs identificadas tiveram localização intrônica, onde 23 

a manutenção de suas sequências sugere a ocorrência de cópias cooptadas ou que 24 

essas são neutras nos genomas e oriundas de mecanismo recente de dispersão. 25 

Em outra via, a co-opção de cópias MITEs para origem de miRNAs foi proposta 26 

inicialmente por Piriyapongsa e Jordan (2008), e representa uma importante fonte de 27 

origem destes ncRNAs nos genomas eucariotos (ZHANG; JIANG; GAO, 2011; CUI; YOU; 28 

CHEN, 2017; ZHANG et al., 2018). miRNAs compõem uma classe de RNAs regulatórios 29 

endógenos, com 19 a 25 nucleotídeos (LU; ROTHENBERG, 2018). miRNAs maduros são 30 

gerados a partir de longos RNAs precursores contendo stem-loop (BORCHERT; LANIER; 31 
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DAVIDSON, 2006). Stem-loop formados em RNAs derivados de MITEs podem ser 1 

substrato para a maquinaria de processamento de miRNAs (PIRIYAPONGSA; JORDAN, 2 

2008). A atuação de um miRNA na regulação pós-transcricional envolve o 3 

reconhecimento complementar de trailers de RNAm (geralmente região 3’ UTR – 4 

untranslated region) pelo RNA-induced silencing complex (VISHNOI; RANI, 2017). 5 

Um grande número de miRNAs são evolutivamente conservados no reino animal 6 

(SAETROM et al., 2006), o que possibilita a identificação de miRNAs em novas espécies 7 

a partir de homologias (PAUL et al., 2018). A busca por famílias de ncRNAs na biblioteca 8 

MITES de Apareiodon sp. identificou 14 diferentes famílias precursoras de miRNAs. 9 

Cinco dessas MITEs apresentaram identidade para uma única família miRNA, enquanto 10 

as demais tiveram identidade para duas ou mais famílias decorrentes do alinhamento da 11 

mesma sequência para miRNAs de diferentes organismos. A alta similaridade das 12 

sequências para outros organismos reforça a proposição da região como um precursor 13 

de miRNA, a qual pode ser processada pela maquinária de RNAi e gerar miRNAs 14 

maduros.  15 

Entre as sequências MITEs de Apareiodon sp. com similaridade para precursores 16 

de miRNA, sete encontram-se em regiões intrônicas ou próxima aos genes, as quais 17 

podem ser transcritas a partir da expressão desses. Em outra via, cópias similares a 18 

MITEs localizadas na região intergênica podem ter sido cooptadas como genes de 19 

miRNAs, e apresentarem expressão independente. Em peixes neotropicais, apenas para 20 

o peixe poraquê (Electrophorus electricus), sequências de miRNAs encontram-se 21 

disponíveis em bancos de dados, fato que dificulta a busca de miRNAs em genomas por 22 

similaridade. Por outro lado, comparando as MITEs de Apareiodon sp. com miRNAs 23 

maduros descrito em 16 genomas de peixes foram identificados 29 diferentes miRNAs. 24 

Os miRNAs ola-miR-133-5p, dre-miR-203a-3p, dre-let-7c-3p e dre-miR-499-5p 25 

encontrados nas MITEs de Apareiodon sp. são descritas no genoma de diversos peixes, 26 

demonstrando serem miRNAs conservados, enquanto os demais miRNAs anotados são 27 

espécie-específicos. Apesar do baixo número de cópias MITEs carregando miRNAs, 28 

muitas delas encontram-se localizadas em regiões intrônicas de genes, o que sugere a 29 

sua transcrição. Os dados obtidos sugerem a co-opção de MITEs para a função miRNA 30 

no genoma de Apareiodon sp., no entanto, dados de predição de alvos mRNA e formação 31 
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do RNA-induced silencing complex ainda são necessários, uma vez que um único miRNA 1 

pode ter como alvo centenas de RNAm (LU; ROTHENBERG, 2018). 2 

 3 

Conclusão 4 

 5 

Este é o primeiro trabalho de prospecção e caracterização de MITEs utilizando 6 

análises em larga escala nos genomas de peixes. A caracterização das MITEs 7 

demonstrou que a maior parte destas sequências no genoma de Apareiodon sp. foram 8 

originadas a partir de eventos de transposição de TEs pertencentes às superfamílias Tc1-9 

Mariner e hAT. A localização genômica das cópias MITEs próximas ou dentro dos genes 10 

e a conservação de suas sequências nestas regiões sugere o seu envolvimento em 11 

processos de co-opção molecular. Foi possível determinar inúmeros miRNAs nas MITEs 12 

de Apareiodon sp. apesar da utilização de banco de dados de espécies não relacionadas 13 

filogeneticamente. Contudo, análises mais robustas envolvendo o sequenciamento de 14 

pequenos RNAs e de RNAs mensageiros permitirão a anotação de pre-miRNAs, miRNAs 15 

maduros e pré-mRNAs. A partir desses será possível realizar a predição de alvos miRNAs 16 

e a validação do processo de cooptação das MITEs para função ncRNA no genoma de 17 

Apareiodon sp. 18 

 19 

Referências 20 

 21 

As referências deste capítulo encontram-se na seção referências ao final da tese. 22 
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Tabela 1 – Classificação das sequências MITEs identificadas no genoma de Apareiodon sp. 1 

Superfamília 
Número de 

famílias 
Número de 
sequências 

Número médio de 
sequências por 

família 

Número de cópias na 
família mais numerosa 

hAT 152 2093 14 314 

Tc1-Mariner 122 3825 31 726 

P-element 36 1064 30 173 

PIF-Harbinger 33 1227 37 269 

CACTA/EnSpm 14 94 7 16 

Merlin 13 55 4 8 

MuDR 8 82 10 43 

PiggyBac 4 22 6 11 

Dada 3 123 41 62 

IS3EU 2 25 13 17 

Unknown 38 619 16 387 

Total 425 9229 22 - 

  2 
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Tabela 2 – Famílias de ncRNAs preditas nas sequências MITEs de Apareiodon sp. 1 
MITE (localização genômica) Família ncRNA (Rfam) 
MITE_T_457 (IG) F24 mir-1277 microRNA precursor family (RF04154); 

mir-297 microRNA precursor family (RF04217); 
mir-3688 microRNA precursor family (RF04161); 
mir-466 microRNA precursor family (RF04052); 
MIR862 microRNA precursor family (RF04187) 

MITE_T_458 (DW) F24 mir-1277 microRNA precursor family (RF04154); 
mir-3149 microRNA precursor family (RF04176); 
mir-3688 microRNA precursor family (RF04161); 
mir-466 microRNA precursor family (RF04052); 
mircroRNA MIR1122 (RF00906) 

MITE_T_459 (IN) F24 mir-1277 microRNA precursor family (RF04154); 
mir-297 microRNA precursor family (RF04217); 
mir-3688 microRNA precursor family (RF04161); 
mir-4536 microRNA precursor family (RF03747); 
mir-466 microRNA precursor family (RF04052) 

MITE_T_461 (DW) F24 mir-1277 microRNA precursor family (RF04154); 
mir-297 microRNA precursor family (RF04217); 
mir-3149 microRNA precursor family (RF04176); 
mir-3688 microRNA precursor family (RF04161); 
mir-4536 microRNA precursor family (RF03747); 
mir-466 microRNA precursor family (RF04052); 
mir-4803 microRNA precursor family (RF03147); 
MIR2600 microRNA precursor family (RF03843) 

MITE_T_462 (IG) F24 mir-3149 microRNA precursor family (RF04176); 
mir-3688 microRNA precursor family (RF04161); 
mir-4536 microRNA precursor family (RF03747); 
mir-466 microRNA precursor family (RF04052); 
mircroRNA MIR1122 (RF00906) 

MITE_T_463 (IN) F24 mir-1277 microRNA precursor family (RF04154); 
mir-3688 microRNA precursor family (RF04161); 
mir-466 microRNA precursor family (RF04052); 
MIR862 microRNA precursor family (RF04187) 

MITE_T_464 (IN) F24 mir-1277 microRNA precursor family (RF04154); 
mir-3688 microRNA precursor family (RF04161); 
mir-466 microRNA precursor family (RF04052); 
MIR862 microRNA precursor family (RF04187) 

MITE_T_2197 (DW) F81 microRNA MIR828 (RF01026) 
MITE_T_5650 (IG) F1650 MIR7696 microRNA precursor family (RF03743) 
MITE_T_8440 (DW) F360 mir-8830 microRNA precursor family (RF03949); 

MIR1883 microRNA precursor family (RF03599) 
MITE_T_8565 (IG) F373 mir-297 microRNA precursor family (RF04217); 

mir-466 microRNA precursor family (RF04052) 
2 
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Figura 1 – Identificação do local das MITEs no genoma de Apareiodon sp.  1 
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Figura 2 – Identificação da similaridade das famílias de ncRNAs para as MITEs de Apareiodon sp. Nove 1 

MITEs apresentaram similaridade para duas ou mais famílias ncRNA.2 

3 
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4.2 CAPÍTULO 2 1 

 2 

 3 

Major and minor U small nuclear RNAs genes characterization in a neotropical fish 4 

genome: Chromosomal remodeling and repeats units dispersion in Parodontidae 5 

 6 

 7 

Artigo publicado no jornal Gene (10.1016/j.gene.2022.146459)  8 
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Major and minor U small nuclear RNAs genes characterization in a neotropical fish 1 

genome: chromosomal remodeling and repeat units dispersion in Parodontidae 2 

 3 

Matheus Azambuja1, Michelle Orane Schemberger1, Viviane Nogaroto2, Orlando Moreira-4 

Filho3, Cesar Martins4, Marcelo Ricardo Vicari1, 2 5 

 6 
1 Programa de Pós-Graduação em Genética, Universidade Federal do Paraná, Centro 7 

Politécnico, Avenida Coronel Francisco H. dos Santos, 100, 81531-990, Curitiba, Paraná, 8 

Brazil 9 
2 Departamento de Biologia Estrutural, Molecular e Genética, Universidade Estadual de 10 

Ponta Grossa, Av. Carlos Cavalcanti, 4748, 84030-900, Ponta Grossa, Paraná, Brazil 11 
3 Departamento de Genética e Evolução, Universidade Federal de São Carlos, Rodovia 12 

Washington Luís, Km 235, 13565-905, São Carlos, São Paulo, Brazil. 13 
4 Departamento de Morfologia, Instituto de Biociências de Botucatu, Universidade 14 

Estadual Paulista, Distrito de Rubião Júnior, s/n, 18618-689, Botucatu, São Paulo, Brazil. 15 

 16 

Abstract 17 

In association with many proteins, small nuclear RNAs (snRNAs) organize the 18 

spliceosomes that play a significant role in processing precursor mRNAs during gene 19 

expression. According to snRNAs genic arrangements, two kinds of spliceosomes (major 20 

and minor) can be organized into eukaryotic cells. Although in situ localization of U1 and 21 

U2 snDNAs have been performed in fish karyotypes, studies with genomic 22 

characterization and functionality of U snRNAs integrated into chromosomal changes on 23 

Teleostei are still scarce. This study aimed to achieve a genomic characterization of the 24 

U snRNAs genes in Apareiodon sp. (2n=54 ZZ/ZW), apply these data to recognize 25 

functional/defective copies, and map chromosomal changes involving snDNAs in 26 

Parodontidae species karyotype diversification. Nine snRNA multigene families (U1, U2, 27 

U4, U5, U6, U11, U12, U4atac and U6atac) arranged in putatively functional copies in the 28 

genome were analyzed. Proximal Sequence Elements (PSE) and TATA-box promoters 29 

occurrence, besides an entire transcribed region and conserved secondary structures, 30 

qualify them for spliceosome activity. In addition, several defective copies or pseudogenes 31 
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were identified for the snRNAs that make up the major spliceosome. In situ localization of 1 

snDNAs in five species of Parodontidae demonstrated that U1, U2, and U4 snDNAs were 2 

involved in chromosomal location changes or units dispersion. The U snRNAs 3 

defective/pseudogenes units dispersion could be favored by the probable occurrence of 4 

active retrotransposition enzymes in the Apareiodon genome. The U2 and U4 snDNAs 5 

sites were involved in independent events in the differentiation of sex chromosomes 6 

among Parodontidae lineages. The study characterized U snRNA genes that compose 7 

major and minor spliceosome in the Apareiodon sp. genome and proposes that their 8 

defective copies trigger chromosome differentiation and diversification events in 9 

Parodontidae. 10 

 11 

Keywords: snRNAs, secondary structure, FISH, sex chromosomes, fish genome 12 

evolution. 13 

 14 

Introduction 15 

 16 

Eukaryotic chromosomes are composed of different classes of DNA, which can 17 

be arranged only once in the genome (single copy DNA), or sequences that repeat 18 

thousands or millions of times (repetitive DNA) (Sumner, 2003; López-Flores and Garrido-19 

Ramos, 2012). The repetitive DNA sequences are a large part of all eukaryotic genomes, 20 

representing more than half of the total content of the DNA in most species (Biscotti et al., 21 

2015). In numerous organisms, repetitive sequences have been contributed to a sizable 22 

portion of the karyotype variations observed (Kidwell, 2002; Biscotti et al., 2015). 23 

The multigene families are a group of genes with similar functions and sequences 24 

that originate from a common ancestral gene (Nei and Rooney, 2005). Gene duplication 25 

represents the core process in the evolution of multigene families since enormous 26 

quantities of their products are required in cells (Sumner 2003). Nonetheless, other 27 

phenomena, such as pseudogenization, loss of genes, recombination, and natural 28 

selection act to varying degrees to shape the evolution of multigene families (Eirín-Lopez 29 

et al., 2012). 30 
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Multigene families can show variable distribution patterns in karyotypes of 1 

different species (Gornung, 2013; Anjos et al., 2015; Vitales et al., 2017; Sochorová et al., 2 

2018; Degrandi et al., 2020). In related species, they can be located on homeologous 3 

chromosomes or present low rates of chromosome changes (Vicari et al., 2006a; 4 

Milhomem et al., 2013; Souza e Sousa et al., 2017; Ponzio et al., 2018; Gazoni et al., 5 

2021). Conversely, chromosomal sites surrounding multigene families have been 6 

described as prone to double-strand breaks and to generate highly reorganized 7 

karyotypes (Kehrer-Sawatzki and Cooper, 2008; Cazaux et al., 2011; Maneechot et al., 8 

2016; Cavalcante et al., 2018; Glugoski et al., 2018; Deon et al., 2020; Takagui et al., 9 

2020).  10 

Large amounts of transcripts in eukaryotic cells are synthesized in distinct types 11 

of non-coding RNAs (ncRNAs) (Amaral et al., 2008; Liu et al., 2013; Deveson et al., 2017). 12 

According to their functions, the ncRNAs can be assembled into two groups: 13 

housekeeping ncRNAs, which are abundant in cells, and primarily regulate generic 14 

cellular processes; and regulatory ncRNAs, which function as regulators of gene 15 

expression at epigenetic, transcriptional, and post-transcriptional levels (Ponjavic et al., 16 

2007; Cech and Steitz, 2014; Peschansky and Wahlestedt, 2014; Zhang et al., 2019). 17 

A massive portion of genes transcribed by RNA polymerase II is expressed as 18 

precursor mRNAs (pre-mRNAs). Posteriorly, they are processed into mature mRNAs by 19 

splicing, where noncoding sequences (introns) are removed, and coding sequences 20 

(exons) are connected, an essential step of gene expression in eukaryotic tissues (Will 21 

and Lührmann, 2011). The spliceosome, complex machinery responsible for catalytic 22 

splicing, involves five different subunits of ribonucleoproteins (RNP) associated with 23 

protein cofactors (Lerner et al., 1980; Will and Lührmann, 2011; Shi, 2017). Two kinds of 24 

spliceosomes could be found in eukaryotes: the U2-dependent spliceosome (major 25 

spliceosome), which catalyzes U2-type introns, and a less abundant U12-dependent 26 

spliceosome (minor spliceosome) which removes the rare U12-type introns (Patel and 27 

Steitz, 2003; Turunen et al., 2013). Multiple proteins and U1, U2, U4, U5, and U6 snRNAs 28 

organize the major spliceosome, while the minor spliceosome assembling uses the U5 29 

snRNA (a common snRNA between major and minor spliceosome) and the U11, U12, 30 

U4atac, and U6atac snRNAs, which have a similar structure and function to the U1, U2, 31 
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U4, and U6 snRNAs (Patel and Steitz, 2003). U12-type introns generally represent less 1 

than 0.5% of all introns in the genomes (Turunen et al., 2013). They differ from U2-type 2 

introns by the consensus sequence that is recognized by the spliceosome: while U2-type 3 

introns have GT-AG termini (rarely AT-AC and GC-AG), U12-type has AT-AC termini 4 

(rarely GT-AG) (Patel and Steitz, 2003; Sheth et al., 2006). 5 

From a cytogenetic point of view, contrary to former studies for rDNA clusters 6 

widely mapped on fish chromosomes (Gornung, 2013; Sochorová et al., 2018), snRNAs 7 

are poorly explored, and their clusters characterizations at genome level are lacking. Still, 8 

the U1 and U2 snDNAs were helpful to understand the evolutionary relationships among 9 

closely related species (Merlo et al., 2010, 2013; Úbeda-Manzanaro et al., 2010; Cabral-10 

de-Mello et al., 2012; Utsunomia et al., 2014; Scacchetti et al., 2015; Silva et al., 2015; 11 

Piscor et al., 2016, 2018; Yano et al., 2017, 2020; Ponzio et al., 2018; Pucci et al., 2018; 12 

Sember et al., 2018; Dulz et al., 2020; Malimpensa et al., 2020). 13 

Parodontidae (Teleostei) gathers species with a diploid number (2n) of 54 14 

chromosomes, usually bi-armed, but with the presence of acrocentrics in some species 15 

(Bellafronte et al., 2011, 2012; Traldi et al., 2016, 2020; Santos et al., 2019; Nirchio et al., 16 

2021). Despite the shared 2n, some species are distinguished according to chromosomal 17 

characteristics: karyotypic formula, accumulation of heterochromatic regions, presence or 18 

absence of heteromorphic sex chromosomes, number of sites of 18S and 5S rDNAs, 19 

distribution of the DNA satellite pPh2004, WAp repetitive portion, and transposable 20 

elements (Bellafronte et al., 2011, 2012; Schemberger et al., 2011, 2014, 2016, 2019; 21 

Ziemniczack et al., 2014; Traldi et al., 2016, 2020; Nascimento et al., 2018; Santos et al., 22 

2019; Nirchio et al., 2021). In Parodontidae, the remarkable chromosomal feature is the 23 

differentiation of heteromorphic sex chromosomes in some species (Schemberger et al., 24 

2011, 2019). Their species may lack heteromorphic sex chromosomes, show a 25 

recognizable proto-sex chromosome pair, a ZZ/ZW sex chromosome system, or possess 26 

a ZZ/ZW1W2 multiple sex chromosome system, allowing chromosomal evaluations of 27 

differentiation and diversification in the group (Moreira-Filho et al., 1980, 1993; Centofante 28 

et al., 2002; Rosa et al., 2006; Vicari et al., 2006b; Bellafronte et al., 2011, 2012; 29 

Schemberger et al., 2011; Traldi et al., 2016, 2020; Nascimento et al., 2018; Santos et al., 30 

2019; Nirchio et al., 2021). 31 
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Apareiodon sp. (an undescribed species in scientific literature and closely related 1 

to A. ibitiensis) possesses a 2n=54 and a ZZ/ZW sex chromosome system (Vicari et al., 2 

2006b). Recently, this species had its genome assembled (Schemberger et al., 2019), 3 

allowing integrated genomic and chromosomal data analysis. This study aimed to perform 4 

the prediction and characterization of U snRNAs in the Apareiodon sp. genome seeking 5 

to understand mechanisms of evolution and dispersion of their sequences. Furthermore, 6 

the snRNAs obtained were used to demonstrate the role of these multigene families in 7 

chromosomal rearrangements, especially those involved in the 8 

differentiation/diversification of sex chromosomes in Parodontidae species. 9 

 10 

Material and methods 11 

 12 

Prediction and characterization of snRNAs in Apareiodon sp. 13 

 14 

A prediction of snRNAs belonging to the major and minor spliceosome was made 15 

using Infernal 1.1.3 (Nawrocki and Eddy, 2013), employing the Rfam (v. 14.2 – April 2020) 16 

(Kalvari et al., 2020) library of covariance models (U1 – RF00003; U2 – RF00004; U4 – 17 

RF00015; U5 – RF00020; U6 – RF00026; U11 – RF00548; U12 – RF00007; U4atac – 18 

RF00618; U6atac – RF00619) according to Alternate Protocol 1 proposed by Kalvari et 19 

al. (2018) in the female genome assembly of Apareiodon sp. (Schemberger et al., 2019) 20 

(available at http://sacibase.ibb.unesp.br/jbrowse/JBrowse-21 

1.12.1/index.html?data=dataapareiodon-sp). 22 

Secondary structures of the U1, U2, U4, U5, and U6 snRNAs were obtained after 23 

aligning the ten sequences with lower E-values using CLUSTALW in Geneious v 7.1.9 24 

software (Kearse et al., 2012). All predicted sequences of the U11, U12, U4atac and 25 

U6atac snRNAs were aligned to compute their secondary structures. The RNAalifold tool 26 

(Bernhart et al., 2008) available in the ViennaRNA package 2.0 (Lorenz et al., 2011) was 27 

used to obtain the secondary structures. The heterodimer formation between the U4/U6 28 

and U4atac/U6atac snRNAs was generated from their consensus sequences, and the 29 

RNAcofold tool was used to determine the interaction (Bernhart et al., 2006).  30 

 31 
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Identification and characterization of promoters 1 

 2 

The MEME suite software v. 5.3.3 (Bailey et al., 2009), which includes the MEME 3 

tool (Number of motifs per sequence = 0 or 1; the maximum number of motifs = 10; motifs 4 

wide = 5–25; the number of sites in each motif = 5–20), was applied to discover conserved 5 

motifs in segments up to 200 bp upstream in the prospected snRNA sequences. After 6 

identifying the motifs, the search for the conserved Proximal Sequence Element (PSE) 7 

and TATA-box elements was performed manually in the snRNAs sequences. 8 

 9 

Primer design and validation of snRNAs in the Apareiodon sp. genome 10 

 11 

Primers for each snRNA family were designed by aligning predicted sequences 12 

of the Apareiodon sp. genome with lower E-values in Primer3Plus software (Untergasser 13 

et al., 2007) as described in Table S1 - Electronic supplementary material. The genomic 14 

DNA of Apareiodon sp. was extracted from liver samples following the CTAB method 15 

(Murray and Thompson, 1980) and used as a template for Polymerase Chain Reactions 16 

(PCR) to obtain each snRNA amplicon. Reaction mix contained: 1 x reaction buffer (200 17 

mM Tris pH 8.4, 500 mM KCl), 1 mM MgCl2, 0.2 mM dNTPs, 0.5 μM of each primer, 1 U 18 

Taq DNA polymerase (5 U/μL), and 40 ng of DNA template. The reaction program used 19 

consists of initial denaturation for 10 min at 95ºC, 35 cycles of 95ºC for 1 min, 61,5ºC for 20 

45 s and 72ºC for 1 min, and a final extension at 72ºC for 10 min. The PCR products were 21 

purified with the Illustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare, 22 

Chicago, USA), then cloned with the pGEM®–T Easy Vector Systems Kit (Promega, 23 

Madison, USA) in Escherichia coli DH5α and sequenced in the platform ABI-prism 3500 24 

Genetic Analyzer (Applied Biosystems). The sequences were analyzed in the software 25 

Geneious v 7.1.9 (Kearse et al., 2012), and identities were determined using the tools 26 

Nucleotide Basic Local Alignment Search Tool (BLASTn) (Altschul et al., 1990), Rfam 27 

(Kalvari et al., 2020), and CENSOR (Kohany et al., 2006).  28 
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Chromosome preparation and fluorescent in situ hybridization (FISH) 1 

 2 

Mitotic chromosomes of five species of Parodontidae (Table S2 - Electronic 3 

supplementary material) were obtained from the anterior kidney by the air-drying method 4 

(Bertollo et al., 2015). The U1, U2, U4, U5, and U6 snRNAs sequences were amplified as 5 

probes via PCR using digoxigenin-11dUTP (Jena Bioscience, Jena, Germany) (U1), 6 

Aminoallyl-dUTP-Cy5 (Jena Bioscience, Jena, Germany) (U2 and U4), and biotin-16-7 

dUTP (Jena Bioscience, Jena, Germany) (U5 and U6), and used in the in situ localization 8 

experiments. Fluorescence in situ hybridization (FISH) was performed following the 9 

general protocol described by Pinkel et al. (1986), and the hybridization step was 10 

conducted under stringency conditions as follow: 200 ng of each probe, 50% formamide, 11 

10% dextran sulfate, and 2xSSC – saline-sodium citrate; 16 h of hybridization at 37ºC. 12 

Signals detection was performed using Streptavidin Alexa Fluor 488 (Molecular Probes, 13 

Eugene, USA) and anti-digoxigenin rhodamine Fab fragments (Roche Applied Science, 14 

Penzberg, Germany) for the U1, U5 and U6 snDNAs probes. Chromosomes were counter-15 

stained with 0.2 μg/mL of DAPI in VECTASHIELD mounting medium (Vector Laboratories, 16 

Burlingame, USA). Metaphases submitted to in situ localization were analyzed in an 17 

epifluorescence microscope (Leica DM 2000) coupled to a DFC3000 G CCD camera 18 

(Leica). Chromosomes were classified as metacentric (m), submetacentric (sm), and 19 

subtelocentric (st) according to the arm ratio rule (Levan et al., 1964), and arranged into 20 

karyotypes. 21 

 22 

Results 23 

 24 

Prediction and genomic characterization of snRNAs 25 

 26 

A total of 536 sequences were identified into nine different U snRNAs in the 27 

Apareiodon sp. genome, which were grouped as follow: 295 U1 snRNA, 72 U2 snRNA, 28 

15 U4 snRNA, 29 U5 snRNA, 113 U6 snRNA, 4 U11 snRNA, 2 U12 snRNA, 2 U4atac 29 

snRNA, and 4 U6atac snRNA. The U1 snRNA presented 164 nucleotides (nt) in length, 30 

and the structure obtained demonstrated the formation of four stem-loops (Figure 1a). A 31 
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sequence with 191 nt was observed in the U2 snRNA, and the predicted structure also 1 

presented four stem-loops (Figure 1b). The U4 snRNA had 141 nt and showed a long 2 

stem-loop besides some minor loops in the structure (Figure 1c). The U5 snRNA had 116 3 

nt, and its secondary structure was arranged with two stem-loops and one stem (Figure 4 

1d). The U6 snRNA presented a sequence with 107 nt, and its structure demonstrated the 5 

occurrence of a stem-loop, a stem, and some loops (Figure 1e). The components of the 6 

minor spliceosome were characterized as follows: the U11 and U12 snRNAs showed 135 7 

nt and 153 nt, respectively, and a secondary structure with four stem-loops (Figure 1f, g); 8 

the U4atac snRNA was 132 nt long and a stem-loop and some loops were observed in its 9 

structure (Figure 1h); at last, a molecule 129 nt long organized in stem-loops and one 10 

stem was observed in the U6atac snRNA (Figure 1i). Secondary structures arranged with 11 

stem-loops and some loops were observed in the U4/U6 and U4atac/U6atac complexed 12 

snRNAs (Figure 2). 13 

Conserved motifs containing promoter sequences were observed in all predicted 14 

snRNA genes in the Apareiodon sp. genome. The PSE was observed in all snRNAs, while 15 

the TATA-box consensus was visualized only in the U6 and U6atac snRNAs (Figure 3). 16 

The U1 snRNA PSE consensus 5’-CAACCCMNCVACTGCNCCSKV-3’ was observed in 17 

20 sequences ranging between genic positions -62 and -42 (Figure 3a). The PSE 18 

consensus for U2 snRNA was 19 nt long (5’-TCACCTAGTGGGGAGCTCT-3’) and was 19 

located at the genic region -65 to -46 in nine sequences (Figure 3b). A PSE consensus 20 

(5’-RGTAACCGTTCCTGTGATGTC-3’) between the -63 to -43 genic region was 21 

observed in eight U4 snRNA sequences (Figure 3c). Seven U5 snRNA presented a PSE 22 

consensus (5’-TAACCGTCCAGTAGGAATTTAAGT-3’) 24 nt long located between at the 23 

-66 and -43 genic region (Figure 3d). The U6 snRNA PSE consensus (5’-24 

TCTACCACGGACAAGAACAATA-3’) was observed at the region -66 and -46 upstream 25 

of the transcribed region (Figure 3e). In U6 snRNA, the TATA-box consensus (5’-26 

TACTTAAA-3’) was located between positions -31 and -24 upstream of the transcribed 27 

region and determined in 12 sequences of the U6 snRNA (Figure 3j). 28 

In minor spliceosome snRNAs genes, the PSE was also identified. The U11 29 

snRNA PSE (5’-GTTTCCCCTCCCGGAGAAGAGC-3’) was located in genic regions -61 30 

and -40 (Figure 3f). The PSE consensus 5’-CYYACCGTCKCTGTAGTTCG-3’ was 31 
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detected in two U12 snRNA at genic regions -62 to -43 (Figure 3g). The PSE consensus 1 

(5’-KTMACCRTCCWGTAGYYTMC-3’) was located in the genic region -62 and -43 for 2 

two U4atac snRNA sequences (Figure 3h). U6atac snRNA has a 24 nt long PSE 3 

sequence (5’-GCCACCGTCTTTGATACACGTCTG-3’) starting at position -67 (Figure 3i) 4 

and a TATA-box (5’-TTTATATT-3’) at the position -31 to -24 (Figure 3k). 5 

Sanger sequencing of the U snRNAs genes was obtained and compared with 6 

those prospected in the Apareiodon sp. genome. When submitted to the GenBank 7 

database, all sequences showed similarity with fish snRNAs and were confirmed as 8 

snRNAs in the Rfam database (Table S3 - Electronic supplementary material). U6 snRNA 9 

sequence showed an inner 52 bp-long segment 86% similar to DNA Transposon (DNA-10 

8N1-Hsal) (Table S3 - Electronic supplementary material). Sequences were deposited as 11 

vouchers in GenBank (MZ645211 – MZ645219). 12 

 13 

In situ localization 14 

 15 

The in situ localization of U1, U2, U4, U5, and U6 snDNAs was performed in five 16 

Parodontidae species (Figure 4). In all species analyzed, the U1 snDNA was located at 17 

the terminal region of m pair 1, corresponding to the Z chromosome in A. affinis (Figures 18 

4a, b, c, d, e). In addition, two more chromosome pairs presented U1 snDNA sites, as 19 

follows: in A. affinis, at the q proximal and the centromeric regions in the sm pairs 19 and 20 

20, respectively (Figure 4a); Apareiodon piracicabae had U1 snDNA sites located at the 21 

centromeric and at the q proximal regions in the sm pairs 20 and 21, respectively (Figure 22 

4b); Apareiodon sp. presented sites at the q proximal regions in the sm pairs 19 and 20 23 

(Figure 4c); in P. hilarii the centromeric region of sm pair 5 and the q proximal region of 24 

sm pair 22 showed signals (Figure 4d); and, P. nasus demonstrated sites for U1 snDNA 25 

at the q proximal and centromeric regions of sm pairs 4 and 7, respectively (Figure 4e). 26 

The U2 snDNA was mapped at the centromeric region of sm pair 2 and the q 27 

distal region of st pair 27 in A. affinis (Figure 4f). Apareiodon piracicabae presented U2 28 

snDNA sites at the proximal region of the sm pair 5 and the q interstitial region of the sm 29 

pair 7 (Figure 4g). The U2 snDNA sites were located at the centromeric region of the m 30 

pair 2 and on the sex chromosomes Z and W in Apareiodon sp. (Figure 4h). In P. hilarii, 31 
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the U2 snDNA was at the q distal region on sm pair 4 and the centromeric region of the 1 

m pair 8 (Figure 4i). In P. nasus, it was located at the centromeric region of the sm pair 8 2 

(Figure 4j). 3 

For the U4 snDNA, all analyzed species showed signals at the centromeric region 4 

of m pair 1 (Figures 4k, l, m, n, o), corresponding to the Z chromosome in A. affinis (Figure 5 

4k). Besides that, U4 snDNA sites were also observed at the terminal region of the Z 6 

chromosome and centromeric region of the W1W2 in A. affinis (Figure 4k), at the terminal 7 

region of pair 1, and the q distal region of the st pair 27 in A. piracicabae (Figure 4l), at 8 

the terminal region of the pair 1 in Apareiodon sp. (Figure 4m) and accumulated along the 9 

W q arm in P. hilarii (Figure 4n). 10 

The U5 snDNA was detected in only one chromosome pair in all analyzed 11 

species, as follows: q distal region of the chromosome pair 5 in A. affinis (Figure 4p), and 12 

at the q proximal region of the chromosome pairs 8, 3, 7, and 5 in A. piracicabae, 13 

Apareiodon sp., P. hilarii, and P. nasus, respectively (Figure 4p, q, r, s, t). 14 

The U6 snDNA showed a single site in all species analyzed, located at the 15 

proximal region of the chromosome pairs 21, 16 and 19 in A. affinis, Apareiodon sp. and 16 

P. nasus, respectively (Figure 4u, w, y), on the q interstitial region of the sm pair 24 in A. 17 

piracicabae (Figure 4v), and in the chromosome pair 15 in P. hilarii (Figure 4x). 18 

 19 

Discussion 20 

 21 

snRNAs genes in Apareiodon sp. genome 22 

 23 

The major spliceosome is the dominant splicing machinery (Sheth et al., 2006). 24 

The minor spliceosome is present in many lineages and has an early origin in eukaryotic 25 

diversification (Collins and Penny, 2005; Lorković et al., 2005; Russel et al., 2006; López 26 

et al., 2008). Components of the minor spliceosome could be not present in some groups 27 

(e.g., yeast and nematodes), and in other cases, some minor spliceosome snRNA genes 28 

could be absent (Mewes et al., 1997; Burge et al., 1998; Russel et al., 2006; López et al., 29 

2008; Marz et al., 2008). In the Apareiodon sp. genome, the nine snRNAs genes involved 30 
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in the organization of the major and minor spliceosomes were annotated by bioinformatics 1 

tools and validated by Sanger sequencing and molecular structure characterization. 2 

In fishes, all U snRNA genes were annotated in the genome of Fugu rubripes, 3 

Gasterosteus aculeatus, Oryzias latipes, Petromyzon marinus, and Tetraodon nigroviridis 4 

(López et al., 2008). In contrast, in Danio rerio, the U12 snRNA was not predicted (López 5 

et al., 2008). However, when analyzing the same six species, Marz et al. (2008) identified 6 

all functional snRNAs, except the U4atac snRNA in T. nigroviridis. Many ncRNAs may 7 

have low nucleotide sequence conservation, making it challenging to recognize homology 8 

based only on similarity (Kalvari et al., 2018). Thus, they are typically characterized by a 9 

specific secondary structure (López et al., 2008; Kalvari et al., 2018). snRNAs sequences 10 

tend to be conserved during evolution compared to other ncRNAs (López et al., 2008), 11 

but a combination of methods must be employed to maximize prediction results (López et 12 

al., 2008; Kalvari et al., 2018). 13 

Secondary structures for ncRNAs in fish are rare and limited to rRNAs (Barman 14 

et al., 2016; Barros et al., 2017; Cao et al., 2020), with few exceptions (Merlo et al., 2013; 15 

Chairi and Gonzales, 2015). The secondary structures obtained for snRNAs in 16 

Apareiodon sp. were similar to those proposed by Marz et al. (2008) and found for some 17 

fish and several other vertebrate groups. This structure conservation, arranged in stem-18 

loops and loops, corroborates the proposition of functionalization of these snRNAs in 19 

Apareiodon sp. cells. The structure complexed for U4/U6 snRNAs and their 20 

U4atac/U6atac analogs reinforce this functionalization in Apareiodon sp. In U4/U6.U5 tri-21 

snRNP, U6 snRNA is paired with the U4 snRNA as an essential step to intron removal, 22 

acting as a chaperone to keep U6 in a precatalytic conformation, and it prevents pre-23 

pairing between U2 and U6 snRNAs (for a review, see Wilkinson et al., 2020). 24 

Once some snRNA pseudogenes present enough similarity to the functional 25 

copies from which they have derived, a severe limitation of Infernal software is its inability 26 

to distinguish pseudogenes from the functional ncRNA genes (Kalvari et al., 2018). 27 

Besides that, defective copies derived from multigene families are familiar to genomes 28 

(Ciganda and Williams, 2011). A quantity of U1, U2, and U6 snRNAs sequences was 29 

recovered from the Apareiodon sp. genome, indicating the possible occurrence of 30 



76 
 
 

defective/pseudogene copies among them, which was demonstrated by the absence of 1 

promoter sequences in many of these copies. 2 

Pseudogenes can be generated by the degeneration of single-copy genes or 3 

multigene units (Li et al., 2013). In another pathway, pseudogenes could have genomic 4 

spread by retrotransposing their RNAs molecules (Li et al., 2013). Thus, they are 5 

categorized into three major groups: unitary pseudogenes, duplicated pseudogenes, and 6 

processed pseudogenes (for a review, see Li et al., 2013). The absence of a 5’-promoter 7 

sequence typically diagnoses processed pseudogenes or retro-pseudogenes, sometimes 8 

possessing a 3’-end poly(A) sequence and direct repeats in the flanks (Mighell et al., 2000; 9 

Li et al., 2013; Kovalenko and Patrushev, 2018). Different classes of snRNAs retro-10 

pseudogenes were identified in several mammalian genomes and suggest that 11 

retrotransposition pathways may be multiple and specific to each genomic environment, 12 

especially when it involves long interspersed nuclear elements (LINEs) (Doucet et al., 13 

2015). Furthermore, Kojima (2015) described a new class of short interspersed nuclear 14 

elements (SINE), the SINEU, whose heads originate from U1 and/or U2 snRNAs in 15 

crocodilian genomes. 16 

Sequence analysis of snRNAs and their flanking regions in fish demonstrated 17 

their association with different transposable elements (Cabral-de-Mello et al., 2012; Pucci 18 

et al., 2018; Dulz et al., 2020; Malimpensa et al., 2020; Yano et al., 2020), showing that 19 

these elements may be involved in the dispersion of snRNA sequences. In addition, 20 

Kojima and Jurka (2013) reported the Dada transposons, a superfamily of DNA 21 

transposons whose members have been found inserted into specific types of small RNA 22 

genes, such as the U1 and U6 snRNAs genes in some fish genomes. 23 

snRNAs have a unique array of promoter sequences, which include a Distal 24 

Sequence Element (DSE), which acts as an enhancer, and a proximal sequence element 25 

(PSE), and in some genes, a TATA-box consensus may be located adjacent to the PSE 26 

(Hernandez, 2001; Jawdekar and Henry, 2008). The PSE and TATA-box elements tend 27 

to be more conserved among the snRNAs sequences than other snRNA-associated 28 

upstream elements (Marz et al., 2008). For example, SPH motif, octamer (OCT), CAAT-29 

box, GC-box, -35-element, and initiator (Inr), are even less conserved between different 30 

genes in the same species and between homologous genes in distinct species (Marz et 31 
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al., 2008). The mutual presence of PSE and TATA elements directs to the recruitment of 1 

the specific mechanism of RNA polymerase III, while the absence of TATA-box specifies 2 

the recruitment of the transcriptional apparatus of RNA polymerase II (Hernandez, 2001; 3 

Jawdekar and Henry, 2008). In Apareiodon sp., U6 and U6atac snRNAs present the two 4 

main elements for the recruitment of RNA polymerase III, while the other snRNAs are 5 

transcribed by RNA polymerase II. All data of snRNAs characterized in the Apareiodon 6 

sp. genome demonstrated functional genes for major and minor spliceosomes besides 7 

the presence of pseudogenes/defective copies. 8 

 9 

snRNAs and sex chromosomes differentiation 10 

 11 

Chromosomal markers could be represented by repetitive DNAs helpful in 12 

studying the structure and function of chromosomes, evolution, identification of 13 

chromosomal rearrangements, and sex chromosomes (Martins et al., 2010; Vicari et al., 14 

2010). The in situ locations of snDNAs are often restricted to U1 and U2 snDNAs, but few 15 

studies have been carried out to map all these sequences in Neotropical fish (Paim et al., 16 

2018). The U4 and U6 snDNAs were mapped only in the fish Hollandichthys multifasciatus 17 

(Soares et al., 2021), while the U5 snDNA has never been used in chromosomal mapping 18 

studies. 19 

Here, we designed new sets of primers to amplify fragments of the transcribed 20 

region of the snRNAs genes in fishes and performed the in situ localization of the U1, U2, 21 

U4, U5, and U6 snDNAs as specific probes. Defective copies of snRNAs could have parts 22 

of transposable elements and satellite DNAs, generating unspecific sites in the karyotypes 23 

(Dulz et al., 2020). The high similarity of the snRNA transcribed regions here obtained and 24 

the delimitation just these segments to be used as probes allow a reliable location of their 25 

chromosomal sites. In the sequences obtained to confirm the presence of snRNAs in the 26 

genome of Apareiodon sp., only the U6 snRNA sequence showed similarity (52 bp) to 27 

repetitive DNA. However, this segment may represent an artifact of sequence or 28 

evolutionary convergence since the TE DNA-8N1_Hsal is 816 bp-long, possess an 29 

internal element similar to U6 snRNA and was described in the ant Harpegnathos saltator 30 

(Bao and Jurka, 2014). 31 
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The five species analyzed cytogenetically have different karyotypic organizations 1 

regarding the presence of sex chromosome systems: 2n = 54, ZZ/ZW in Apareiodon sp. 2 

and Parodon hilarii; 2n = 54♂/55♀, ZZ/ZW1W2 in Apareiodon affinis; 2n = 54 and proto-3 

sex chromosomes (pair 13) in P. nasus; 2n = 54 and no heteromorphic sex chromosome 4 

or evidence of proto-sex chromosomes in Apareiodon piracicabae (Vicari et al., 2006b; 5 

Bellafronte et al., 2011; Schemberger et al., 2011; Nascimento et al., 2018). The snDNA 6 

sites in Parodontidae karyotypes show no syntenic disposition of distinct kinds of snRNAs 7 

(i.e., independently located). Most snDNAs showed a single-locus autosomal localization, 8 

but some snRNA families showed multiple clusters in some Parodontidae species, in 9 

addition to snDNAs sites on the ZW chromosomes that may be associated with the 10 

differentiation or diversification of sex chromosomes in the group. 11 

Fish species generally have a single U1 snDNA locus in the karyotype (Cabral-12 

de-Mello et al., 2012; Ponzio et al., 2018; Malimpensa et al., 2020; Yano et al., 2020; 13 

Soares et al., 2021). However, multiple locations or scattered signals were also observed 14 

(Manchado et al., 2006; García-Souto et al., 2015; Silva et al., 2015; Dulz et al., 2020). In 15 

Parodontidae karyotypes, the U1 snDNA showed a variation in sites number. Although 16 

multiple U1 snDNA sites have been found, the karyotypic comparison suggests 17 

chromosomal sites location conservationism in Parodontidae lineage. 18 

A probable homeologous U2 snDNA site in the proximal region of a bi-armed 19 

chromosome was mapped in Parodontidae. Moreover, an additional locus with the 20 

variable chromosomal location was detected among the species Apareiodon sp., A. 21 

affinis, A. piracicabae, and P. hilarii. The single-locus condition for the U2 snDNA is the 22 

most widely reported in fish species (Merlo et al., 2010, 2012a, 2013; Supiwong et al., 23 

2013; Utsunomia et al., 2014; García-Souto et al., 2015; Araya-Jaime et al., 2017; Serrano 24 

et al., 2017; Piscor et al., 2018; Ponzio et al., 2018; Pucci et al., 2018; Malimpensa et al., 25 

2018, 2020; Sember et al., 2018; Dulz et al., 2020; Oliveira et al., 2020; Soares et al., 26 

2021). Sometimes, the U2 snDNA can be located in multiple sites (Manchado et al., 2006; 27 

Utsunomia et al., 2014; Silva et al., 2015; Piscor et al., 2016; Yano et al., 2020) or 28 

scattered across chromosomes (Úbeda-Manzanaro et al., 2010; Merlo et al., 2012b; Ráb 29 

et al., 2016; Hatanaka et al., 2018), demonstrating a high transposition dynamism. 30 
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The dispersion of U1 and U2 snDNA sites in the fish chromosomes occurred 1 

several times during the groups’ evolution. Related species can present different 2 

distribution patterns of snDNA sites, some probably lineage-specific, as observed in 3 

Parodontidae. In addition, copies of U1 and U2 snDNAs have already been reported in 4 

the sex chromosomes of the Neotropical fishes’ genera Gymnotus and Triportheus 5 

(Utsunomia et al., 2014; Yano et al., 2017). The U2 snDNA sequences present on sex 6 

chromosomes only in Apareiodon sp. here analyzed reflect a specific event of invasion 7 

and differentiation in the ZW chromosomes in Parodontidae. 8 

Apareiodon lineage keeps two U4 snDNA sites in chromosome pair 1, besides an 9 

additional locus observed in A. piracicabae. In A. affinis (ZZ/ZW1W2), chromosome pair 1 10 

corresponds to chromosome Z, and homologous U4 snDNA sites were found in the male 11 

karyotype (ZZ). Moreover, the U4 snDNA sites were arranged in Z, W1, and W2 12 

chromosomes in the female karyotype. A translocation between autosomes and proto-sex 13 

chromosomes was proposed as the first step during the evolution of the multiple sex 14 

chromosome system in A. affinis (Schemberger et al., 2011). In this pathway, the Z would 15 

then undergo centric fission followed by pericentric inversions to form the W1 and W2 16 

chromosomes, as has been previously proposed by Moreira-Filho et al. (1980). Based on 17 

the homeology for U1 and U4 snDNA sites for chromosome 1 in Apareiodon lineage, it 18 

was possible to suggest that U4 snDNA proximal site on the A. affinis Z chromosome (or 19 

adjacent to it) could be involved in a DNA double-strand break. Thus, the break triggered 20 

the fission and the pericentric inversions repositioned U4 snDNA sites on W1 and W2 21 

chromosomes.  22 

Parodon lineage shares a probable homeologous chromosomal U4 snDNA site 23 

in chromosome 1. A single U4 snDNA site was also detected in H. multifasciatus (Soares 24 

et al., 2021). Specifically in P. hilarii, the U4 snDNA sequences were also dispersed along 25 

the W-specific sex chromosome region. The U4 snDNA dispersion on the P. hilarii W 26 

chromosome suggests the occurrence of a mechanism of pseudogenic snRNA copies 27 

invasion mediated by retrotransposition. This dispersion helped on W sex chromosome 28 

differentiation in P. hilarii. In addition, no snDNAs signals were identified on the proto-sex 29 

chromosome pair proposed by Schemberger et al. (2011) in P. nasus. This condition 30 

reinforces the proposal that the accumulation of snDNA copies on sex chromosomes in 31 
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Apareiodon sp. and P. hilarii were species-specific and acted in each lineage 1 

differentiation. One of the critical features of genomes and sex chromosome differentiation 2 

is the accumulation of repetitive DNAs (Charlesworth et al., 1994; Charlesworth, 2017). In 3 

Parodontidae, the expansion of repetitive DNA units on the W chromosome from an 4 

ancestral homomorphic pair is the process by which most species appear to have 5 

undergone sex chromosome differentiation (Bellafronte et al., 2011; Schemberger et al., 6 

2011; 2014; 2016; 2019). 7 

The U5 and U6 snDNAs presented single sites demonstrating a shared location 8 

in Parodontidae karyotypes. Chromosomal arranges carrying 5S rDNA + U1, U2 and U5 9 

snDNAs or U2 + U5 snDNAs were identified in fish (Manchado et al., 2006; Merlo et al., 10 

2010, 2012a, 2013), corroborating transpositions occurrence and a diversified scenario of 11 

the karyotypic U snDNA evolution in Teleostei. On the other hand, the U6 snDNA mapped 12 

by Soares et al. (2021) was located in a single chromosomal pair in H. multifasciatus, as 13 

observed in Parodontidae species, suggesting their conservative chromosomal location 14 

compared to other U snRNAs. 15 

According to Marz et al. (2008), snRNAs behave like transposable elements, as 16 

they barely demonstrate syntenic positions when evaluating their flanking genes in 17 

different genomes. snRNAs could appear associated with rRNAs genes (Manchado et al., 18 

2006; Úbeda-Manzanaro et al., 2010; Scacchetti et al., 2015; Silva et al., 2015; Yano et 19 

al., 2017, 2020; Malimpensa et al., 2018, 2020; Piscor et al., 2018), in syntenic arranges 20 

of snRNAs (Manchado et al., 2006; Marz et al., 2008; Merlo et al., 2010, 2012a, 2013; 21 

García-Souto et al., 2015) or associated to the histone cluster (Malimpensa et al., 2018). 22 

However, these clusters are not conserved over longer evolutionary timescales (Marz et 23 

al., 2008). The rDNAs were previously mapped in the five species Parodontidae here 24 

analyzed (Bellafronte et al., 2005, 2011; Vicari et al., 2006b). In these species, all U 25 

snRNA genes were non-syntenic one each other, neither to rRNAs. Furthermore, the 26 

genomic analyzes did not show syntenic arranges between rDNA and U snDNA in 27 

Apareiodon sp. 28 

In Parodontidae, chromosomal diversification is proposed to be triggered in 29 

repetitive DNA blocks, promoting chromosomal changes (Schemberger et al., 2011, 2014; 30 

Ziemniczak et al., 2014; Traldi et al., 2016, 2019; Nascimento et al., 2018; Nirchio et al., 31 
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2021). Similarly, snDNAs in situ localization data also demonstrated chromosomal 1 

reshuffle events on the Parodontidae karyotype evolution. 2 

 3 

Conclusion 4 

 5 

Our data allowed the recognition of nine snRNA gene families belonging to the major and 6 

minor spliceosomes and the identification of their functional copies in the Apareiodon sp. 7 

genome. The data also showed a large number of defective/pseudogenes snRNAs 8 

copies, mainly for the U1, U2, and U6 snRNAs. A retrotransposition-mediated mechanism 9 

of the defective snDNA units probably scattered these copies on the genome. The in situ 10 

localization of the U1, U2, U4, U5, and U6 snDNAs in the chromosomes of Parodontidae 11 

species demonstrated some specifics chromosomal remodeling in the lineages. The U2 12 

and U4 snDNAs were involved in the sex chromosomes differentiation of Apareiodon sp. 13 

and P. hilarii, respectively. In addition, the identification of the homeologous U4 snDNA 14 

sites on chromosome 1 in Parodontidae species and Z, W1 and W2 chromosomes of A. 15 

affinis adds new data to the proposal of a reciprocal translocation between chromosome 16 

1 and proto sex chromosome on the origin of the multiple sex chromosome system. 17 

 18 
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Figure 1 – Prediction of the secondary structures of U snRNAs analyzed in the Apareiodon sp. genome. 1 

 2 
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Figure 2 – Prediction of the U4/U6 and U4atac/U6atac snRNAs complexed structures of the Apareiodon 1 
sp. In (a) U4/U6 snRNAs complexed structure; and in (b) U4atac/U6atac snRNAs complexed structure.2 

 3 
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Figure 3 – Identification of the consensus regulatory sequences upstream to snRNAs transcribed regions 1 

in Apareiodon sp. genome. In (a – i) PSE; and in (j – k) TATA-box consensus.2 

 3 
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Figure 4 – In situ localization of the snDNAs sites on the Parodontidae species karyotypes. In (a, b, c, d, 1 

e), karyotypes of the Apareiodon affinis, Apareiodon piracicabae, Apareiodon sp., Parodon hilarii, and 2 
Parodon nasus species, respectively, submitted to FISH using U1 snDNA probe. In the boxes for each 3 
karyotype, respective chromosome bearing U2 snDNA sites (f, g, h, i, j); U4 snDNA sites (k, l, m, n, o); 4 

U5 snDNA sites (p, q, r, s, t); and U6 snDNA sites (u, v, w, x, y). Bar: 10 μm.5 

 6 
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Supplementary table 1 – Primers set designed and used to confirm snRNAs in Apareiodon sp. genome. 1 

Primer Sequence (5’ – 3’) 

U1 snRNA 
Fwd: TACTACCCTGGCAGGAGTGATAC 

Rev: AAAGCGTGAGCGCATTC 

U2 snRNA 
Fwd: CTTCTCGGCCTTTTGGCTAAGAT 

Rev: TCCCGGAAGTACTGCAA 

U4 snRNA 
Fwd: CAGTGGCAGTATCGTAGCCTAT 

Rev: CCAGTCTCCTTAGAAACCGTCAAA 

U5 snRNA 
Fwd: ACACTCTTGTTTCTCTTCAGATCGTA 

Rev: CCGTAAAGCAGGGCATCAA 

U6 snRNA 
Fwd: GCTACGGCAGCACATATACTAAAAT 

Rev: AAAAATGAGGAACGCTTCACG 

U11 snRNA 
Fwd: AAAAGGGCATCTGTCATGATT 

Rev: CGTCGAGACGACTGATGAT 

U12 snRNA 
Fwd: GCCTTAAACTGATGAGTAAGGAAA 

Rev: CAGCAGAGTAGGCTGGTCA 

U4atac snRNA 
Fwd: ACYTTCCTTGTCWTGGGGTGR 

Rev: GCTTCCAAAAATTGCACCCTT 

U6atac snRNA 
Fwd: TGTTGTATGAAAGGAGAGAAGGT 

Rev: TGGTTAGAGATGCCACGAA 

  2 
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Supplementary table 2 – Parodontidae species, sex chromosome systems and samples sites. 1 

Species 
Sex chromosome 
system 

River Hydrographic basin GPS 

Apareiodon affinis ZZ/ZW1W2 Passa-Cinco River Alto Paraná (La Plata) 
22°22’19” S; 

47°46’54” W 

Apareiodon 

piracicabae 

Without 

heteromorphic 

chromosomes 

Mogi-Guaçu River Alto Paraná (La Plata) 
21°55’34” S; 

47°22’03” W 

Apareiodon sp. ZZ/ZW Verde River Alto Paraná (La Plata) 
25°05’02” S; 

50°05’45” W 

Parodon hilarii ZZ/ZW Araras stream São Francisco 
20°26’16” S; 

45°55’39” W 

Parodon nasus 
Proto-sex 

chromosome 
Passa-Cinco River Alto Paraná (La Plata) 

22°22’19” S; 

47°46’54” W 

  2 
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Supplementary table 3 – Characterization of snRNAs amplicons obtained from Apareiodon sp. 1 

snRNA Accession 
number 

Sequence 
size (bp) Blastn (similarity) Rfam CENSOR 

(coverage) 

U1 MZ645211 157 
U1 snRNA of Pygocentrus 
nattereri (XR_005131566.1) 
(81.46%) 

U1 
(RF00003) 
E-value: 6e-
18 

- 

U2 MZ645212 173 
U2 snRNA of Pygocentrus 
nattereri (XR_005131473.1) 
(95.95%) 

U2 
(RF00004) 
E-value: 
5.4e-34 

- 

U4 MZ645213 138 
U4 snRNA of Etheostoma 
cragini (XR_004657755.1) 
(98.48%) 

U4 
(RF00015) 
E-value: 
1.7e-21 

- 

U5 MZ645214 111 
U5 snRNA of Electrophorus 
electricus (XR_003411487.1) 
(100%) 

U5 
(RF00020) 
E-value: 
2.1e-14 

- 

U6 MZ645215 101 
U6 snRNA of Pygocentrus 
nattereri (XR_005129150.1) 
(100%) 

U6 
(RF00026) 
E-value: 
3.5e-25 

DNA-8N1_HSal 
(14-66 
pb/0.8600) 

U11 MZ645216 123 
U11 snRNA of Colossoma 
macropomum 
(XR_005006628.1) (92.86%) 

U11 
(RF00548) 
E-value: 
9.7e-16 

- 

U12 MZ645217 119 
U12 snRNA of Pygocentrus 
nattereri (XR_005129769.1) 
(94.96%) 

U12 
(RF00007) 
E-value: 
2.8e-18 

- 

U4atac MZ645218 122 
U4atac snRNA of Colossoma 
macropomum 
(XR_005008192.1) (92.62%) 

U4atac 
(RF00618) 
E-value: 4e-
12 

- 

U6atac MZ645219 114 
U6atac snRNA of 
Pygocentrus nattereri 
(XR_005131685.1) (99.12%) 

U6atac 
(RF00619) 
E-value: 
8.3e-27 

- 

  2 
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 13 

Short Title: U2 and U4 snDNAs in Parodontidae 14 

 15 

Abstract 16 

snDNA gene families are considered good cytogenetics markers for comparative studies 17 

since different distribution patterns were found among species. In Parodontidae, a 18 

Neotropical fish family known to have different sex chromosome systems, the U2 and U4 19 

snDNA sites were described in the differentiation of sex chromosomes in some species. 20 

However, few studies evaluated snDNA sites as propulsors of chromosome diversification 21 

among closely related species in fishes. Here, we investigated the distribution of U2 and 22 

U4 snDNA clusters in the chromosomes of ten populations/species belonging to 23 

Apareiodon and Parodon, aiming to find chromosomal homeologies or diversification. Our 24 

data revealed a shared submetacentric chromosome pair carrying the U2 snDNA site, and 25 

the homeology of the metacentric pair 1 bearing the U4 snDNA cluster among the 26 

populations/species analyzed. Apareiodon and Parodon karyotypes have been described 27 

as similar, with the main differences related to heteromorphic sex chromosome 28 

differentiation, location and number of the repetitive DNA sites, and the occurrence of 29 

some acrocentrics chromosomes in some populations. Despite the previous analyses 30 

demonstrating that U2 and U4 snDNA were involved in sex chromosome differentiation in 31 
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Apareiodon sp., Apareiodon affinis, and Parodon hilarii, the Parodontidae 1 

populations/species here analyzed had conserved snDNA sites among the karyotypes. 2 

 3 

Keywords: Comparative cytogenetic; Gene families; FISH; Karyotypes; Repetitive DNA. 4 

 5 

Introduction 6 

 7 

Repetitive DNA corresponds to the major fraction of the DNA content of many 8 

species [Charlesworth et al., 1994; Biscotti et al., 2015]. It is represented by the tandem 9 

repeats (satellites, minisatellites and microsatellites), gene families (e.g., ribosomal DNAs, 10 

histones, and small nuclear RNAs), and transposable elements [Sumner et al., 2003; 11 

López-Flores and Garrido-Ramos, 2012]. Repetitive sequences were known to be 12 

responsible for a large fraction of the karyotype variation observed among species 13 

[Biscotti et al., 2015; Takagui et al., 2022; Takki et al., 2022]. 14 

The gene families’ units originated from a common ancestral copy in similar DNA 15 

sequences and related functions [Nei and Rooney, 2005]. U small nuclear RNAs 16 

(snRNAs) are crucial components of the spliceosome, complex machinery responsible for 17 

the splicing of mRNA precursors [Will and Lührmann, 2011]. Multiple proteins and the U1, 18 

U2, U4, U5, and U6 snRNAs organize the major spliceosome, the dominant splicing 19 

machinery [Patel and Steitz, 2003; Sheth et al., 2006]. Their loci are considered good 20 

markers for evolutionary studies among closely related species, for inferring homeology 21 

between chromosomes from different lineages, and for tracking the origin and evolution 22 

of specific genomic regions, such as B and sex chromosomes [Utsunomia et al., 2014]. 23 

However, comparative cytogenetic studies applying U snDNA probes are still scarce in 24 

fishes [Paim et al., 2018]. 25 

In general, the studies focus on the in situ locations of the U1 and U2 snDNAs, 26 

with the single-locus condition being the most diagnosed among fish karyotypes [Cabral-27 

de-Mello et al., 2012; Ponzio et al., 2018; Malimpensa et al., 2018, 2020; Haerter et al., 28 

2022]. Though, multiple chromosome sites [Silva et al., 2015; Piscor et al., 2016; Yano et 29 

al., 2020; Azambuja et al., 2022a] or scattered signals across the chromosomes were also 30 

observed [Úbeda-Manzanaro et al., 2010; Hatanaka et al., 2018]. In addition to U1 and 31 
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U2 snDNAs, cytogenetic studies are rare for the U4, U5 and U6 snDNAs [Soares et al., 1 

2021; Azambuja et al., 2022a]. 2 

Parodontidae is a small Neotropical fish family with 32 valid species [Fricke et al., 3 

2022], grouped into three genera: Parodon Valenciennes, 1849, Saccodon Kner, 1863 4 

and Apareiodon Eigenmann, 1916 [Pavanelli, 2003]. The species presents a wide 5 

geographic distribution through South America and Panama, except in some coastal 6 

Atlantic basins and Patagonia [Pavanelli and Britski, 2003]. 7 

Cytogenetically, Parodontidae species have a shared diploid number (2n) of 54 8 

chromosomes [Bellafronte et al., 2011]. Despite the 2n conservation, karyotype formulae, 9 

number and location of the repetitive DNAs, and presence or absence of heteromorphic 10 

sex chromosomes were described in the Parodontidae karyotype evolution [Bellafronte et 11 

al., 2011; Schemberger et al., 2011; Ziemniczak et al., 2014; Traldi et al., 2016, 2020; 12 

Santos et al., 2019; Nirchio et al., 2021; Azambuja et al., 2022a, b]. In this fish family were 13 

described species with no evidence of heteromorphic sex chromosomes, species 14 

presenting a proto-sex chromosome pair, and others with ZZ/ZW and ZZ/ZW1W2 sex 15 

chromosome systems [Schemberger et al., 2011; Bellafronte et al., 2012; Traldi et al., 16 

2016, 2020; Nascimento et al., 2018; Santos et al., 2019; Nirchio et al., 2021]. 17 

Recently, in addition to molecular characterization of the U snRNA genes, the U1, 18 

U2, U4, U5, and U6 snDNAs were mapped in the chromosomes of five Parodontidae 19 

species [Azambuja et al., 2022a]. The U2 and U4 snDNAs sites were localized in the Z 20 

and W chromosomes and proposed to act in sex chromosome differentiation events in 21 

some lineage-specific [Azambuja et al., 2022a]. Thus, this study aimed to investigate the 22 

karyotype distribution of the U2 and U4 snDNAs in different populations/species of 23 

Parodontidae. 24 

 25 

Material and Methods 26 

 27 

Individuals from different populations/species of Apareiodon and Parodon 28 

sampled in different River basins in Brazil (Table 1) were analyzed. Specimens were 29 

collected with the authorization of the Chico Mendes Institute for Biodiversity Conservation 30 

(ICMBIO), System of Authorization and Information about Biodiversity (SISBIO-License 31 
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No. 15117-3), and National System of Genetic Resource Management and Associated 1 

Traditional Knowledge (SISGEN No. AE12D3D). The procedures were approved by the 2 

Ethics Committee of Animal Usage of the Universidade Estadual de Ponta Grossa 3 

(Process CEUA No. 6/2019) and Biosafety Certification according to Comissão Técnica 4 

Nacional de Biossegurança - CTNBio (CQB No. 0063/98). 5 

Mitotic chromosomes were obtained from the anterior kidney by the air-drying 6 

method, according to Bertollo et al. [2015]. The U2 and U4 snDNAs probes were obtained 7 

by Polymerase Chain Reaction (PCR) using digoxigenin-11dUTP (Jena Bioscience, Jena, 8 

Germany) from the Apareiodon sp. genome, according to Azambuja et al. [2022a]. 9 

Fluorescence in situ hybridization (FISH) was performed following Pinkel et al. [1986], and 10 

the hybridization was conducted under stringency conditions as follow: 200 ng of each 11 

probe, 50% formamide, 10% dextran sulfate, and 2XSSC – saline-sodium citrate; 16 h of 12 

hybridization at 37 °C. Signals were detected using anti-digoxigenin rhodamine Fab 13 

fragments (Roche Applied Science, Penzberg, Germany). Chromosomes were counter-14 

stained with 0.2 μg/mL of DAPI in VECTASHIELD mounting medium (Vector Laboratories, 15 

Burlingame, USA), and chromosomal preparations were analyzed in an epifluorescence 16 

microscope (Leica DM 2000) coupled to a DFC3000 G CCD camera (Leica). 17 

Chromosomes were classified based on the arm ratio according to Levan et al. (1964) 18 

and arranged in metacentric (m), submetacentric (sm), subtelocentric (st), and acrocentric 19 

(a) into the karyotypes. 20 

 21 

Results 22 

 23 

All populations/species analyzed presented 2n=54 chromosomes, distinct 24 

karyotype formulas, and ZW sex chromosome system occurrence specifically to A. 25 

ibitiensis and A. vladii (Table 2, Fig. 1). FISH with the U2 snDNA probe demonstrates a 26 

single cluster located at the proximal region of p arm of a submetacentric in all analyzed 27 

populations/species (Table 2, Fig.1). This submetacentric corresponds to the 28 

chromosome pair 4 in A. affinis populations (Table 2, Fig.1 a, b, c), chromosome pair 3 in 29 

A. ibitiensis, A. vittatus, A. vladii, P. pongoensis, and Parodon sp. (Table 2, Fig. 1d, e, f, 30 

g, I, j), and chromosome pair 2 in P. buckleyi (Table 2, Fig. 1h). 31 
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In situ localization of the U4 snDNA showed two chromosomal sites on the 1 

metacentric 1, a proximal and another terminal, in all Apareiodon species (Table 2, Fig. 2 

1a – g – boxes). In Parodon species, i.e., P. buckleyi, P. pongoensis, and Parodon sp., a 3 

single locus at the proximal region of the metacentric 1 was observed (Table 2, Fig. 1h – 4 

j – boxes). 5 

 6 

Discussion 7 

 8 

Parodontidae species present a conserved 2n and structural chromosome 9 

rearrangements as the main propulsors of karyotype evolution [Bellafronte et al., 2011; 10 

Schemberger et al., 2011; Nascimento et al., 2018; Azambuja et al., 2022a, b]. Gene 11 

families mapped in the chromosomes of Parodontidae species, such as rDNAs, histones, 12 

and snDNAs, have shown few chromosomal remodeling events, most triggering specific 13 

events of differentiation in lineage [Bellafronte et al., 2011; Schemberger et al., 2011; 14 

Traldi et al., 2019; Azambuja et al., 2022a]. In this study, the comparative in situ 15 

localization of the U2 and U4 snDNA probes in a greater number of representatives 16 

showed a better diversification scenario between closely related species in Parodontidae. 17 

Comparative studies using U2 snDNA probes in fish show that it is usually located 18 

on a probable homeologous chromosome pair [Merlo et al., 2010, 2013; Utsunomia et al., 19 

2014; Scacchetti et al., 2015; Ponzio et al., 2018; Pucci et al., 2018; Dulz et al., 2020; 20 

Haerter et al., 2022]. However, multiple loci or scattered signals along all the 21 

chromosomes can also be observed [Silva et al., 2015; Piscor et al., 2016; Hatanaka et 22 

al., 2018]. In this study, the data demonstrated that a single locus of U2 snDNA in a 23 

probably homeologous chromosome site is the predominant condition in Apareiodon and 24 

Parodon species, also described in P. nasus [Azambuja et al., 2022a]. Additional U2 25 

snDNA sites were described in A. affinis (Upper Paraná River population), A. piracicabae, 26 

Apareiodon sp. (Verde river), and P. hilarii [Azambuja et al., 2022a]. However, these 27 

additional sites do not share a chromosomal location, being lineages specific events of 28 

differentiation. 29 

Studies with the U4 snDNA in fish are restricted to Hollandichthys multifasciatus 30 

[Soares et al., 2021] and five species of Parodontidae [Azambuja et al., 2022a]. The in 31 
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situ localization of the U4 snDNA probes showed a shared site in the q proximal region of 1 

chromosome 1 in all analyzed Parodontidae species. In addition, all Apareiodon species 2 

also showed a q terminal U4 snDNA site in chromosome 1. These sites arrange a 3 

consistent karyotype divergence between Parodon and Apareiodon species. Despite 4 

these homeologous sites in Parodon and Apareiodon, Azambuja et al. [2022a] described 5 

extra U4 snDNA sites in A. affinis, A. piracicabae, and P. hilarii, but these sites were 6 

differentiated specifically in each lineage.      7 

The karyotypes in Parodontidae species are predominantly composed of bi-8 

armed chromosomes [Bellafronte et al., 2011; 2012; Traldi et al., 2016, 2020; Nirchio et 9 

al., 2021]. The exception occurs in A. affinis, which was considered a cryptic species 10 

group [Nascimento et al., 2018]. In A. affinis, despite 2n=54 chromosomes conservation, 11 

a population presented a multiple sex chromosome system (ZZ/ZW1W2), and others 12 

showed a variation of 4 to 16 acrocentrics [Moreira-Filho et al., 1980; Jesus et al., 1999; 13 

Jorge and Moreira-Filho, 2000; Nascimento et al., 2018]. In this study, the representatives 14 

of distinct A. affinis populations showed homeologous chromosomes bearing U2 and U4 15 

snDNA sites, despite the karyotypes with four, ten or sixteen acrocentrics to the Uruguay, 16 

Cuiabá, and Paraguay populations, respectively. The U2 and U4 snDNA sites were also 17 

mapped in the karyotypes of A. affinis with a ZZ/ZW1W2 sex chromosome system, i.e., 18 

from the Upper Paraná River population [Azambuja et al., 2022a]. Regarding the U2 19 

snDNA, besides the proximal site in the p arm in a submetacentric, the A. affinis from the 20 

Upper Paraná River population showed an additional site at the terminal region of the st 21 

27. Although morphological analyzes have not demonstrated consistent differences 22 

among A. affinis representatives [Pavanelli, 2003], the cytogenetic and molecular data 23 

support the hypothesis of the cryptic species group among Upper Paraná, Cuiabá, 24 

Paraguay, and Uruguay populations [Nascimento et al., 2018]. 25 

The U4 snDNA sites were mapped in the chromosomes Z, W1 and W2 of the A. 26 

affinis from the Upper Paraná River population [Azambuja et al., 2022a]. Based on in situ 27 

localization of the repetitive DNAs, a mechanism for the origin of the ZZ/ZW1W2 sex 28 

chromosome system of the A. affinis has been suggested [Schemberger et al., 2011]. In 29 

the first stage, a reciprocal translocation occurs between an autosomal pair (metacentric 30 

pair 1) and the proto-sex chromosome pair (Fig. 2). After that, the W chromosome 31 
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generated by reciprocal translocation undergoes centric fission followed by pericentric 1 

inversions, originating the W1 and W2 sex chromosomes (Fig. 2). In this study, the data 2 

demonstrated that the U4 snDNA sites are shared in the q arm of chromosome 1 from the 3 

Uruguay, Cuiabá, and Paraguay A. affinis populations with the chromosome Z (Fig. 2). 4 

Additionally, according to Azambuja et al. [2022a], the pericentromeric U4 snDNA sites in 5 

the W1 and W2 chromosomes are due to repositioning generated by pericentric inversions 6 

(Fig. 2). Thus, the homeology of the arm 1q in all Apareiodon species reinforces its 7 

involvement in the origin of the multiple sex chromosome system in populations of A. 8 

affinis from Upper Paraná. In this proposal, the arm 1p of the chromosome Z in A. affinis 9 

corresponds to a large portion of proto-sex chromosome involved in reciprocal 10 

translocation. 11 

Morphological and cytogenetic analyzes demonstrated that A. ibitiensis, A. vladii, 12 

and Apareiodon sp. (Verde River) arrange a closely related group in Apareiodon, all of 13 

them possessing a ZZ/ZW sex chromosome system, and some doubts regarding 14 

Apareiodon sp. as a valid species [Rosa et al., 2006; Vicari et al., 2006; Bellafronte et al., 15 

2009]. Despite the shared U2 and U4 snDNA sites in the karyotypes, Apareiodon sp. has 16 

an additional U2 snDNA site in ZW sex chromosomes, which added to other chromosome 17 

differences [Schemberger et al., 2011, 2019] corroborates its diversification from the A. 18 

ibitiensis lineage. Apareiodon piracicabae and A. vittatus also arrange a paired species 19 

group in Apareiodon [Pavanelli, 2003], neither of both showing evidence of heteromorphic 20 

sex chromosomes [Schemberger et al., 2011], and low rates of genetic divergence 21 

[Bellafronte et al., 2013; Santos et al., 2019]. However, an extra U2 and U4 snDNA sites 22 

found in A. piracicabae [Azambuja et al., 2022a] added to other chromosomal differences 23 

[Schemberger et al., 2011] reinforces the karyotype diversification between A. piracicabae 24 

and A. vittatus. 25 

Among the Parodon analyzed species, the conservation of the U2 and U4 snDNA 26 

sites localization into karyotypes is more accentuated compared to Apareiodon group. 27 

Parodon buckleyi, P. pongoensis, and Parodon sp. (Peixe river) shared the U2 and U4 28 

snDNA chromosomal sites with P. nasus, analyzed by Azambuja et al. [2022a]. In 29 

common, they all possess a proto-sex chromosome pair and few chromosome 30 

divergences. The exception is described to P. hilarii, which has a differentiated ZW sex 31 
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chromosome system and extra U2 and U4 snDNA sites in its karyotype. In addition to 1 

Parodontidae species, snDNA signals on sex chromosomes have been described in 2 

Gymnotus pantanal [Utsunomia et al., 2014] and Triportheus albus [Yano et al., 2017]. In 3 

all lineages, the snDNA sequences participated in specific events of sex chromosome 4 

differentiation. 5 

Previous studies in Parodontidae have demonstrated the role of repetitive DNAs 6 

in chromosomal diversification and specific events of sex chromosomes differentiation 7 

[Bellafronte et al., 2011; Schemberger et al., 2011, 2014, 2016, 2019; Ziemniczak et al., 8 

2014; Traldi et al., 2016, 2019; Nascimento et al., 2018; Azambuja et al., 2022a, 2022b]. 9 

In this study, the comparative localization of the U2 and U4 snDNAs sites showed that 10 

these gene families are located predominantly to homeologous chromosomes in 11 

Parodontidae species. However, the cytogenetic comparison also detected some species-12 

specific events of differentiation involving snDNA sequences, mainly to heteromorphic sex 13 

chromosomes. 14 
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Table 1 – Species of Parodontidae analyzed and sample location. 1 

Species River/Hydrographic basin 
Studied 

specimens 
Voucher ID GPS 

Apareiodon affinis 
Cuiabá River/Upper Paraguay 

river basin 
5 ♂ 6 ♀ NUP16265 

15°34’41” S; 

56°09'59"W 

Apareiodon affinis 
Uruguay River/Upper Uruguay 

river basin 
8 ♂ 9 ♀ NUP16270 

27°05’21” S; 

53°01’01” W 

Apareiodon affinis 
Paraguay River/Upper Paraguay 

river basin 
7 ♂ 9 ♀ NUP16264 

16°04’31” S; 

57°42’10” W 

Apareiodon ibitiensis 
Araras stream/São Francisco river 

basin 
8 ♂ 9 ♀ MNRJ32741 

20°26’16” S; 

45°55’39” W 

Apareiodon ibitiensis 
Passa Cinco River/Upper Paraná 

river basin 
5 ♂ 7 ♀ MNRJ32771 

22°22’19” S; 

47°46’54” W 

Apareiodon vittatus Jordão River/Iguaçu river basin 5 ♂ 3 ♀ NUP19987 
25°35’50.3” S; 

51°40’44.6” W 

Apareiodon vladii 
Piquiri River/Upper Paraná river 

basin 
10 ♂ 10 ♀ 

NUP3375; 

NUP3376 

25°02’57.6” S; 

52°24’22.7” W 

Parodon buckleyi Branco River/Amazon basin 22 ♂ 10 ♀ NUP23214 
11°55’51.1” S; 

62°09’09.4” W 

Parodon pongoensis 
Taquaralzinho River/Tocantins-

Araguaia basin 
4 ♂ 5 ♀ NUP12147 

15º53’28” S; 

52º14’56” W 

Parodon sp. Peixe River/Amazon basin 8 ♂ 2 ♀ NUP23216 
08º39’15.5” S; 

55º09’24.3” W 

MNRJ: Museu Nacional do Rio de Janeiro; NUP: Núcleo de Pesquisas em Limnologia, Ictiologia e 2 
Aquicultura (NUPELIA). 3 
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Figure 1 – Karyotypes of Apareiodon affinis populations (a, b, c), A. ibitiensis populations (d, e), A. vittatus 1 
(f), A. vladii (g), Parodon buckleyi (h), P. pongoensis (i), and Parodon sp. (j) submitted to FISH using U2 2 
and U4 snDNAs probes. Bar = 10 μm. 3 

 4 
5 
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Figure 2 – Origin and differentiation of the ZZ/ZW1W2 sex chromosomes system in Apareiodon affinis from 1 
the Upper Paraná River. 2 

 3 
  4 
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS 1 

 2 

A obtenção de dados de sequenciamento de nova geração e a montagem do 3 

genoma de Apareiodon sp. (Rio Verde) permitiram a utilização de novas ferramentas e 4 

metodologias para o entendimento da porção repetitiva do genoma desta espécie. Os 5 

primeiros estudos com o genoma de Apareiodon sp. focaram na caracterização geral dos 6 

elementos repetitivos e no entendimento da origem e diferenciação do cromossomo W. 7 

Neste estudo, a prospecção em larga escala de MITEs foi realizada pela primeira 8 

vez no genoma de uma espécie de peixe. Os dados demonstraram que a maior parte das 9 

sequências observadas foram originadas a partir de TEs das superfamílias Tc-1/Mariner 10 

e hAT. A localização das MITEs próximas ou dentro genes, bem como, suas identidades 11 

com ncRNA, os qualificam para processos de co-opção molecular, os quais serão 12 

integrados com estudos de RNAseq. A similaridade com famílias de pre-miRNAs e com 13 

miRNAs maduros de outros peixes, demonstraram a provável co-opção molecular de 14 

cópias MITEs para ncRNAs. A obtenção de dados de RNAseq, juntamente a análises de 15 

identificação de miRNAs e de alvos para estes devem validar as informações 16 

encontradas. 17 

Neste estudo ainda foi realizada a predição e caracterização dos snRNAs 18 

envolvidos nos processos de splicing pelos dois tipos de spliceossomos. A identificação 19 

das sequências promotoras PSE e TATA-box, e a correta organização dos snRNAs em 20 

estruturas secundárias demonstraram cópias putativamente funcionais no genoma de 21 

Apareiodon sp. Em outra via, inúmeras cópias defectivas e pseudogênicas foram 22 

encontradas, estas cópias provavelmente foram originadas a partir de eventos de 23 

retrotransposição destes snRNAs. 24 

As análises de localização in situ demonstraram diferentes cenários para os 25 

snDNAs U1, U2, U4, U5 e U6 nas espécies dos gêneros Apareiodon e Parodon. 26 

Cromossomos homeólogos portadores destas sequências foram propostos, com a 27 

identificação de eventos independentes de dispersão para alguns dos snDNAs. A 28 

homeologia do par cromossômico 1, portador do snDNA U4, revelou o envolvimento 29 

deste par na origem do sistema de cromossomos sexuais múltiplo (ZZ/ZW1W2) na 30 

população de A. affinis do Alto Rio Paraná.  31 
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