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Resumo

Parodontidae é organizada em trés géneros agrupados de acordo com suas
caracteristicas morfolégicas: Parodon, Saccodon e Apareiodon. O numero diploide é
conservado nesse grupo com 2n=54 cromossomos, com espécies sem sistemas de
cromossomos sexuais heteromorficos e outras com sistemas de cromossomos sexuais do
tipo ZZ/ZW ou ZZ/ZW;1W,. Estudos com mapeamento de DNAS repetitivos por
hibridacdo in situ fluorescente nos cromossomos de algumas espécies demonstraram
possivel origem, diferenciacdo e evolugdo dos sistemas de cromossomos sexuais desta
familia. No entanto, estudos mais aprofundados sdo fundamentais para um maior
esclarecimento do papel genémico das sequéncias repetitivas. Neste estudo foram
descritas a localizacdo das sequéncias (GATA)n e (TTAGGG)n em oito espécies de
Parodontidae, com o objetivo de avaliar os provaveis mecanismos de diversificacao
cromossdmica, especialmente aqueles relacionados a diferenciagdo molecular do
cromossomo W. Também foram mapeadas 16 sequéncias de microssatélites em cinco
espécies da familia, com objetivo de verificar o acimulo de DNA repetitivo nos
cromossomos e sua atuacdo na diferenciacdo cariotipica dos cromossomos sexuais
heteromorficos. Por fim, sequéncias parciais das histonas H1, H3 e H4 e também dos
DNAr 5S e 18S foram determinadas e tiveram sua localizagdo cromossémica em seis
espécies desta familia. Com os resultados, foi possivel determinar duas sequéncias de
H1 para Parodontidae, H1 parcial e H1+ERV, além das sequéncias parciais para 0s
genes H3 e H4. Todas essas analises propiciam uma melhor compreensao dos processos

de diferenciacdo e evolucdo cariotipica na familia Parodontidae.

Palavras-chave: cromossomos sexuais, hibridacdo in situ fluorescente, evolucao

cariotipica, DNAS repetitivos.



Abstract

Parodontidae is organized in three genera according to their morphological
characteristics: Parodon, Saccodon and Apareiodon. The diploid number is conserved
in this group with 2n=54 chromosomes, with species without heteromorphic sex
chromosomes systems and other with sex chromosomes system, with female
heterogamety, ZZ/ZW or ZZ/ZW;W,. Studies of chromosome localization using
repetitive DNAs chromosomes of species show possible origin, differentiation and
evolution of sex chromosomes in Parodontidae. However, further studies using repeats
DNAs are fundamental for a better comprehension of its pathway genomic structural or
functional. In this study were described the chromosome location of the (GATA)n and
(TTAGGG)n sequences in eight species of Parodontidae, with aim to evaluate the
probable mechanisms of chromosomal diversification, especially those related to
molecular differentiation of W chromosome. Also were mapped 16 microsatellites
sequences in five species of the family to check the accumulation of the repetitive
DNAs in the chromosomes and verify its performance in the karyotype and sex
chromosomes differentiation. Yet, partial sequences of the histone H1, H3 and H4 were
determined and had chromosomal localization in six species of Parodontidae. The data
show two H1 sequences in Parodontidae genomes, herein called H1 partial and H1+
ERV, in addition to partial sequences for the genes H3 and H4. The chromosomal
localization of histone genes show H1, H3 and H4 in main cluster and the presence of
the orphans genes for H1 + ERV. Hence, this study provide some advances in the
understanding of the repetitive DNA mechanism in the karyotypic differentiation and

evolution in the family Parodontidae.

Keywords: sex chromosomes, fluorescence in situ hybridization, karyotype evolution,

repetitive DNAs.
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1. INTRODUCAO

Os peixes representam o grupo mais diversificado e um dos mais interessantes
para estudos de variabilidade genética e de evolucdo entre os vertebrados, com
aproximadamente 33.592 espécies, as quais se encontram distribuidas em 5.136 géneros
(Eschmeyer & Fong, 2016; Nelson, 2006).

A ictiofauna neotropical € uma das mais diversificadas do mundo, representa um
oitavo da diversidade de vertebrados viventes e constituem a maior de todas as faunas
epicontinentais do planeta (Vari & Malabarba, 1998). A grande diversidade de peixes
existentes nas bacias hidrogréficas tropicais e subtropicais da regido Neotropical
demonstra o aumento significativo do conhecimento sobre a ictiofauna de agua doce do
Brasil, compreendendo 2.587 especies catalogadas até 2006 (Buckup et al., 2007). A
alta diversidade de peixes de dgua doce do Brasil deve-se principalmente a presenca de
diversos grandes sistemas hidrograficos, com consideravel distincdo ictiofaunistica
entre si (Rosa & Lima, 2008).

A grande riqueza de espécies de peixes reflete-se também na sua diversidade
morfologica e ecoldgica, e a maior parte dessa riqueza e diversidade encontra-se em
aguas brasileiras (Lowe-Mcconnell, 1999), especialmente nas aguas doces neotropicais,
onde cinco ordens podem ser destacadas, juntas elas detém mais de 95% das espécies de
peixes de agua doce conhecidas no Brasil, sendo a ordem Characiformes a mais
numerosa, seguida dos Siluriformes, Perciformes, Cyprinodontiformes e

Gymnotiformes (Rosa & Lima, 2008).

1.1. Aspectos gerais da ordem Characiformes
A ordem Characiformes é a mais abundante dentre os Ostariophysis, com 2.083

espécies consideradas validas e 23 familias (Eschmeyer & Fong, 2016). S&o



estritamente de agua doce e apresentam uma grande variedade na forma do corpo,
estrutura mandibular, denticdo e anatomia interna, que é uma fonte importante para
estudos de filogenia deste grupo.

Dentre as caracteristicas morfoldgicas marcantes dos Characiformes, os dentes
se apresentam desenvolvidos na maioria das espécies, o corpo geralmente é coberto por
escamas, as nadadeiras pélvicas estdo presentes (com 5-12 raios), a nadadeira anal varia
de curta a moderadamente longa (com cerca de 45 raios), a linha lateral é geralmente
obliqua, os barbilhdes sdo ausentes, e possuem cerca de 19 raios na nadadeira caudal

(Nelson, 1994).

1.2. Aspectos gerais da familia Parodontidae

A familia Parodontidae Eigenmann, 1910, é considerada relativamente pequena
quando comparada a outras familias de Characiformes. Sdo peixes fusiformes com um
colorido cinza-claro e nadadeiras peitorais e pélvicas bem desenvolvidas (Pavanelli,
2003). Habitam geralmente rios de &gua corrente e de fundo rochoso, especialmente
corredeiras e cachoeiras, onde permanecem sob o fundo, raspando e ingerindo 0s
organismos que ali se desenvolvem (Nakatani et al., 2001). Suas espécies podem ser
facilmente diagnosticadas dos demais Characiformes por possuirem boca inferior com
mandibula espatulada e desprovida de dentes anteriormente, dentes pré-maxilares
pedunculados com borda distal larga, multicuspidada e distribuidos em uma Unica série,
e pela auséncia de labio superior e fontanela (Pavanelli, 2003).

Parodontidae é organizada em trés géneros agrupados de acordo com suas
caracteristicas morfoldgicas: Parodon foi o primeiro género a ser descrito por

Valenciennes (1850) e Saccodon o segundo género, por Kner (1864). O género



Apareiodon s6 foi descrito em 1916, por Eigenmann que o diferenciou de Parodon pela
auséncia de dentes laterais (Pavanelli, 1999). Atualmente conta com 32 espécies validas
(Eschmeyer & Fong, 2016), sendo que 16 sdo encontradas em territorio brasileiro
(Traldi, 2015).

Quanto a distribuicdo geogréafica dos membros da familia Parodontidae, o género
Saccodon possui uma distribuicdo mais restrita ao norte do Continente Sul Americano,
sendo encontrado na bacia costeira no Panaméa, Colémbia e Equador (Roberts, 1974). Por
sua vez, os géneros Parodon e Apareiodon estdo distribuidos por todo o continente sul
americano, com excecdo das bacias do Atlantico Sul, Patagdnia e canal do rio Amazonas
(Pavanelli & Britski, 2003).

Devido a falta de caracteres diagndsticos fortes para um correto agrupamento
filogenético dos representantes desta familia, surgem muitos questionamentos
relacionados a sistematica do grupo (Pavanelli & Britski, 2003; Ingenito, 2008;
Schemberger et al., 2011; Bellafronte et al., 2011, 2013). Diante deste quadro, muitos
pesquisadores discutem a atual divisdo dos géneros de Parodontidae devido,
principalmente, ao fato destes géneros serem tradicionalmente descritos com base na
presenca ou auséncia de caracteres morfologicos, sem considerar os possiveis valores
apomorficos destes caracteres (Pavanelli & Britski, 2003; Ingenito & Buckup, 2005;
Ingenito, 2008). Por outro lado, estudos citogenéticos tém demonstrado que embora
problemas quanto a alocacdo das espécies nos géneros Parodon e Apareiodon possam
ocorrer, alguns agrupamentos monofiléticos podem ser destacados em relacdo a
presenca de cromossomos sexuais morfologicamente diferenciados e presenca de DNAs

repetitivos (Bellafronte et al., 2011; Schemberger et al., 2011).



1.3. Familia Parodontidae como modelo de estudos citogenéticos, moleculares e de
sequéncias repetitivas

Estudos citogenéticos demonstram que a familia Parodontidae apresenta um
ndmero diploide conservado de 54 cromossomos. No entanto, a utilizacdo de
marcadores cromossémicos mostra uma enorme diversidade interespecifica nesta
familia, possibilitando inferir sobre a diversificacdo dos genomas (Moreira-Filho et al.,
1980; 1993; Jesus & Moreira-Filho, 2000a; 2000b; Vicente et al., 2003; Schemberger et
al., 2011). Bellafronte et al. (2011) inferiram com marcadores de citogenética cléassica
(2n, férmula cariotipica, distribuicdo da heterocromatina e das RONSs) e molecular
(FISH com DNAr 5S, DNAr 18S e DNA satélite pPh2004) que as espécies A. affinis, P.
hilarii, P. moreirai, P. nasus e P. pongoensis compartilham um conjunto de marcadores
cromossdmicos e, por isso, poderiam representar um agrupamento distinto de A.
piracicabae, A. vittatus, A. ibitiensis e A. vladii entre os Parodontidae.

Schemberger et al. (2011) agruparam a espécie A. affinis com as espécies do
género Parodon, indicando um maior parentesco entre eles quando comparado com
outras espécies do género Apareiodon. Neste estudo Parodon e Apareiodon formam
clados distintos, com excecdo de A. affinis. Entretanto, estudos com sequenciamento do
gene mitocondrial Citocromo Oxidase | (COIl) de espécies do género Parodon e
Apareiodon, confirmam estes géneros como unidades distintas dentro de Parodontidae,
e a espécie A. affinis € mantida no género de origem. Portanto, existe a ocorréncia de
dois clados bem sustentados, corroborando a manutencdo destes dois géneros
(Bellafronte et al., 2013).

Estudos convencionais tém demonstrado a ocorréncia de heteromorfismo de
cromossomos sexuais ZZ/ZW em P. hilarii, P. moreirai, A. ibitiensis (rio Verde, PR)
citado como Apareiodon sp., A. vladii (rio Piquiri-PR), A. ibitiensis (rio Piumhi-MG) e

A. hasemani, além do sistema multiplo ZZ/ZW1W, em A. affinis (Moreira-Filho et al.,
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1980; 1993; Centofante et al., 2002; Rosa et al., 2006; Vicari et al., 2006; Bellafronte et
al., 2009; 2011). Assim, enquanto em algumas espécies de Parodon e Apareiodon nédo
se observa cromossomos sexuais morfologicamente diferenciados, as espécies que
apresentam cromossomos sexuais poderiam estar mais relacionadas filogeneticamente
(Schemberger et al., 2011).

Vicente et al., (2003) relataram a primeira descricdo de um DNA satélite em
Parodontidae, denominado pPh2004, isolado de P. hilarii através de digestdo do
genoma pela enzima Eco RI, identificado como uma sequéncia monomérica de 200 pb e
de 60% rico em bases A-T. A hibridizacao in situ fluorescente com o satélite pPh2004,
revelou sitios em P. hilarii (Vicente et al., 2003) e P. moreirai, citado como Parodon
sp. (Centofante et al., 2002). A partir de entdo, inimeros estudos de localizagdo in situ
do DNA satelite pPh2004 foram realizados na familia Parodontidae (Bellafronte et al.,
2009; 2011; Schemberger et al., 2011).

No estudo da diferenciacdo dos cromossomos sexuais, houve a obtencdo da sonda
da fragcdo heterocromética do cromossomo W de A. ibitiensis, denominada WAp (Vicari
et al, 2010), e seu mapeamento sobre 0s cromossomos de nove espécies de
Parodontidae evidenciou sitios terminais em alguns cromossomos em todas as espéecies
estudadas, aléem da fracdo heterocromatica dos cromossomos sexuais (Schemberger et
al., 2011). Steinemann & Steinemann (2005) propuseram a hipdtese de origem e
diversificacdo de cromossomos sexuais a partir do acumulo de retroelementos em
regibes ndo recombinantes. Outros autores consideram que o heteromorfismo de
cromossomos sexuais € gerado por acumulo ou amplificacdo de DNASs repetitivos in
tandem (Devlin et al., 1998; Almeida-Toledo & Foresti, 2001; Artoni & Bertollo, 2002;
Vicari et al, 2008). Em Parodontidae, duas hipdteses foram consideradas por

Schemberger et al. (2011) para origem do DNA repetitivo WAp: (1) ser derivado de



familias de DNA repetitivo disperso, ou ainda (2) compor uma classe de DNA satélite.
Na hipotese de Miller para origem de cromossomos sexuais XY, a degeneracdo do Y
ou W € consequéncia de sua permanente heterozigosidade (Mduller, 1932). A
degeneracdo do Y ou W é caracterizada por dois principais fendmenos: (1) a mudanca
de regides eucromaticas em heterocromaticas, e (2) a eroséo da atividade génica do Y
ou W. Por sua vez, na grande maioria dos sistemas de cromossomos sexuais ZW, o
cromossomo heteromorfico W sofre modificacbes de acimulo de sequéncias
heterocromaticas e erosao da atividade génica (Charlesworth et al., 2005).

No estudo realizado por Schemberger et al. (2011) os resultados da FISH com
sonda WAp permitem inferir que o par de proto cromossomos sexuais de Parodontidae
deve ter sido semelhante ao cromossomo Z presente em A. ibitiensis e A. vladii. Vicente
et al. (2003) descreveram o DNA repetitivo pPh2004 presente sobre autossomos e 0s
cromossomos sexuais ZW de P. hilarii. Esta classe de DNA satélite pPh2004 teve
origem, possivelmente, sobre o par de proto cromossomos sexuais no género Parodon
(Schemberger et al., op cit.), uma vez que as especies P. pongoensis, P. nasus, P.
moreirai e P. hilarii, apresentaram sitios do DNA satélite pPh2004 em regibes
terminais no braco longo de um par metacéntrico comparavel, sendo este
correspondente ao cromossomo Z nas espécies portadoras de sistema de cromossomos
sexuais simples.

A amplificacdo e movimento de DNA satélite nos cromossomos é um fato bem
documentado em alguns organismos (Hamilton et al., 1990; Modi, 1993) e suspeita-se
que estes eventos exercam um papel importante na evolucdo cariotipica (Wichman et
al., 1991; Hamilton et al., 1992; Li et al., 2000; Vicari et al., 2010). A diferenciacdo dos
DNAs repetitivos de Parodontidae esta de acordo com a hipdtese de Wichman et al.

(1991), que sugere que o movimento intragenémico de sequéncias repetitivas pode



promover ou acelerar a evolugdo cromossdmica. Em Parodontidae, a distribuicdo e
expansdo do DNA satélite pPh2004 também exerce papel fundamental na diversificacdo
dos cromossomos, porém, este DNA satélite, embora presente no cromossomo sexual
de algumas espécies, ndo estd envolvido com quebras ou com a diferenciacdo dos
cromossomos sexuais do sistema simples. Por outro lado, o DNA repetitivo WAp tem
proporcionado a diferenciagdo do sistema simples ZZ/ZW e, conjuntamente com a
sequéncia pPh2004 atuado na diferenciacdo do sistema multiplo ZZ/ZW,W,
(Schemberger et al., op cit.).

Com todas estas informacBes citogenéticas e ancorados com uma analise
filogenética com marcadores cromossdmicos, (Schemberger et al., 2011) hipotetizaram
0 possivel ancestral de Parodontidae: 2n=54 cromossomos meta/submetacéntrico, pouca
heterocromatina proximal e terminal presente nos cromossomos, RON em regido
terminal de um par metacéntrico, auséncia de DNA satélite pPh2004 e auséncia de
sistemas de cromossomos sexuais heteromorficos. No que diz respeito a diferenciacao
do par sexual, a ocorréncia somente de sitios WAp terminais representam a condigéo
plesiomorfica para o caracter. Dessa forma, a manutencdo do estado auséncia de
cromossomos sexuais diferenciados e presenca de sitios WAp terminais foram
diagnosticadas como simplesiomorfias para A. piracicabae e A. vittatus (Schemberger
et al., op cit.).

Em Parodontidae, o sistema de cromossomos sexuais simples ZZ/ZW tem origem
por uma inversdo paracéntrica de um sitio terminal da sonda WAp para a regido
proximal do braco curto de um par cromossémico metacéntrico e, posterior
amplificacdo desta sequéncia levando a diferenciacdo do cromossomo sexual W na
maioria das espécies (Schemberger et al., 2011). Este estudo demonstrou com

marcadores cromossdmicos grupos de espécies proximas: sem Cromossomos sexuais



heteromdrficos (A. piracicabae e A. vittatus); com proto cromossomos sexuais e
presenca de DNA satélite pPh2004 (P. nasus e P. pongoensis); com sistema de
cromossomos sexuais heteromorficos (A. ibitiensis e A. vladii); com sistema de
cromossomos sexuais heteromorficos e presenca de DNA satélite pPh2004 (P. moreirai
e P. hilarii), além da espécie com sistema de cromossomos sexuais maltiplos e DNA
satélite pPh2004 (A. affinis). Dessa forma, os principais marcadores cromossdémicos até
entdo mapeados que tem atuado na diversificagdo cromossémica tém sido os DNAs
repetitivos pPh2004 e WAp juntamente com a diferenciagdo dos sistemas de
cromossomos sexuais heteromorficos.

Por sua vez, a origem do sistema sexual ZZ/ZW;W, em A. affinis foi hipotetizado
pela ocorréncia de rearranjos cromossémicos do tipo translocacdo autossomo proto
cromossomos sexuais portadores de DNA satelite pPh2004 (Schemberger et al., 2011).
Na sequéncia, esta nova combinacgédo sofreria rearranjos do tipo fissdo céntrica, seguido
de inversdo pericéntrica originando os cromossomos W; e W, como proposto por
Moreira-Filho et al. (1980), resguardando a origem de sistemas multiplos a partir de um
passo intermediario com espécies portadoras de sistemas simples (White, 1973).

No trabalho de Schemberger et al. (2014) foi obtida uma biblioteca de DNA
repetitivo em Parodontidae, onde foram isolados 40 clones usando Cot-1, sendo que 17
destes clones exibiram similaridade com sequéncias repetitivas de DNA, incluindo
satélites, minissatélites, microssatélites, e elementos transponiveis de classe | e classe Il
de Danio rerio e outros organismos. O mapeamento fisico dos clones revelou a
presenca de um DNA satélite (satlWP), elementos DNA transposon Helitron e Tcl-
Mariner, retroelementos das classes SINE (Short Interspaced Nuclear Element) e LINE

(Long Interspaced Nuclear Element) nos cromossomos sexuais. Também foi verificada



na regido especifica do cromossomo W uma expansdao do microssatélite (GATA)N

localizada em regido intersticial (Ziemniczak et al., 2014).

Em um estudo recente, Traldi et al. (2016) analisaram duas espécies de
Apareiodon que ainda nao tinham dados cromossomicos disponiveis, A. argenteus e A.
davisi. Neste trabalho, quatro sequéncias de DNAs repetitivos foram mapeadas, (DNAr
5S, DNAr 45S, pPh2004 e WAp), onde A. davisi apresentou polimorfismo
cromossdmico envolvendo as duas sequéncias ribossomais, com variagdes no nimero e
posicdes dos sitios, e co-localizacdo desses genes em alguns pares de cromossomos.
WAp apresentou-se disperso ao longo dos cromossomos das duas espécies e pPh2004
foi identificado nos pares de cromossomos 7, 8, 10, 11 e 18 em A. argenteus e no par 24
em A. davisi. Com isso, 0 estudo sugere uma possivel identificacdo de cromossomos
correspondentes ao par 13 (proto cromossomos sexuais), sendo o par 10 para A.
argenteus, e o par 24 para A. davisi.

Assim, resultados dos estudos citogenéticos, até o presente momento,
demonstraram que os DNAs repetitivos WAp e pPh2004 sdo fortes marcadores
evolutivos neste grupo e estiveram envolvidos em uma intensa diversificacdo cariotipica

com possiveis implicacGes nos processos de especiacdo em Parodontidae.

1.4. DNAs repetitivos com énfase em peixes

Os cromossomos de eucariontes sdo complexos quanto a estrutura e composicéo
de diferentes classes de DNA. Além do denominado DNA cdépia simples, algumas
sequéncias de bases sdo repetidas de centenas a milhGes de vezes no complemento
cromossdmico haploide (Timberlakwe, 1978). Por sua vez, os DNAs repetidos sao
classificados de acordo com suas caracteristicas principais e incluem as familias

multigénicas, as sequéncias ndo codificadoras repetidas in tandem e as sequéncias



dispersas. As familias multigénicas sdo sequéncias repetidas de DNA que possuem um
transcrito funcional, por exemplo, tém-se as familias compostas de centenas ou milhares
de cépias de sequéncias, que transcrevem importantes moléculas como 0os RNAs
ribossomais (RNAr) (Long & David 1980, Pendas et al., 1994). Para uma revisdo veja,
Lopez-Flores & Garrido-Ramos (2012).

As sequéncias repetidas in tandem ndo transcritas sdo classificadas em trés sub-
grupos de acordo com o tamanho do seu fragmento (Levinson & Gutman, 1987): (i)
sequéncias satélites, a grande maioria dessas sequéncias apresentam cerca de 100 a 300
pares de base (pb) de comprimento e podem variar de 1.000 a mais de 1.000 000 c6pias
(DNA altamente repetido) de uma sequéncia basica que ocorre em um ou em alguns
locos nos cromossomos (Timberlakwe, 1978; Walsh, 2001); (ii) Um segundo grupo das
sequéncias organizadas in tandem compreende 0s minissatélites ou sequéncias com
namero variavel de repeticbes (VNTR, variable number of tandem repeats). S&o
repeticdes de aproximadamente 10 a 60 pb (DNA moderadamente repetido),
encontrados em diferentes loci no genoma e agrupados nos telomeros (Jeffreys et al.,
1985) e; (iii) o ultimo grupo dos elementos repetidos in tandem é composto pelos
microssatelites. Os microssatélites sao repeticdes mais curtas (1 a 5 pb) do que a classe
anterior e, a0 menos 30.000 loci diferentes de microssatélites estdo presentes no genoma
(Weber & May, 1989).

A classe das sequéncias repetidas de DNA dispersas no genoma compreende
dois tipos de elementos denominados Transposons de DNA e Retrotransposons
(Feschotte, 2004), sendo classificados de acordo com sua organizacdo estrutural e
mecanismo de transposicdo. Os Retrotransposons ou elementos de classe | que
transpdem via transcricdo reversa do seu RNA. Os Transposons de DNA ou elementos

de classe 11 se transpdem por “copy and paste” onde acontece a duplicacdo do elemento
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obtendo coOpias que se inserem em outros locais. Podem ocorrer também mecanismos
ndo-replicativos, chamados também de “cut and paste”, em que 0 elemento
transponivel se desloca diretamente de um local para outro mantendo suas
caracteristicas (Wicker et al., 2007).. Diversas familias de elementos transponiveis ja
foram identificadas, por exemplo: Tcl/mariner em C. elegans e Drosophila (Emmons et
al., 1993), hobo também em Drosophila (Atkinson et al., 1993), Helitrons em
Arabdopsis thaliana (Hollister & Gaute, 2007) e C. elegans (Kapitonov & Jurka, 2001),
0 elemento P em Drosophila, (Engels, 1992) e Ac e Mu no milho (McClintock, 1956;
Robertson, 1978). No genoma dos peixes podem ser encontrados todos os tipos de
elementos transponiveis, sendo que alguns desses elementos ja foram estudados e
mapeados nos cromossomos até o presente (Volff et al., 2003; Martins, 2007; Teixeira
et al., 2009; Ferreira et al. 2011a,b; Schemberger et al., 2014).

Ainda que uma enorme diversidade de sequéncias repetidas possa estar presente
nos vertebrados, incluindo os peixes (Oliveira et al., 2002), a classe mais
intensivamente estudada destes segmentos genémicos é a das sequéncias repetidas
arranjadas in tandem. O significado funcional de todas estas sequéncias nos genomas
ainda ndo é totalmente conhecido. Porém, alguns estudos demonstram que os DNAs
satélites podem apresentar um importante papel no pareamento cromossémico durante a
meiose e afetar diretamente 0 nimero e a distribuicdo dos quiasmas (John, 1988),
cariocinese (Csink & Henikoff, 1998) e até mesmo a segregacdo cromossémica
(Bernard et al., 2001), além de serem um dos principais componentes estruturais e
funcionais dos centrdmeros e telomeros de diversos organismos (Schueler et al., 2001).

Muitas sdo as estratégias para buscar marcadores cromossémicos em peixes. O
método mais utilizado para isolamento de DNAs satélites é o de digestdo do DNA

gendbmico com enzimas especificas. Duas novas estratégias, no entanto, tém provado ser
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alternativas eficazes para o estudo desta classe de DNA, a re-associagdo cinética com
base no DNA Cot -1 (Zwick et al., 1997; Ferreira & Martins, 2008) e microdissecagao
de cromossomos submetidos a bandas C e posterior amplificacdo de sequéncias
heterocrométicas usando DOP-PCR - Degenerate Oligonucleoted Primed — Polymerase
Chain Reaction - (Vicari et al, 2010; Alves, 2010; Fernandes et al., 2011).

Estudos envolvendo sequéncias repetitivas tém sido conduzidos com o proposito
de elucidar a provavel origem dos cromossomos supranumerarios (Oliveira & Foresti,
1993; Jesus et al., 2003; Voltolin et al., 2010), bem como identificar sequéncias sexo-
especificas (Matsuda et al., 1997; Devlin et al., 2001; Parise-Maltempi et al., 2007;
Hashimoto et al., 2009). Sequéncias de DNA sateélite tém sido aplicadas no mapeamento
fisico dos cromossomos contribuindo para o desenvolvimento de marcadores genéticos
em peixes (Ferreira e Martins, 2008; Blanco et al., 2010; Vicari et al., 2010), como
também para tentar esclarecer a citotaxonomia dos complexos de espécies (Mantovani
et al., 2004; Vicari et al., 2008). Outro enfoque de aplicagdo utilizando sequéncias de
DNA satélite tem sido em estudos de filogenia (Garrido-Ramos et al., 1999; Vinas et
al., 2004; Bellafronte et al., 2011); contudo a abordagem filogenética utilizando
marcadores cromossdmicos repetitivos tem sido questionada devido a caracteristicas de
transposicdo e espalhamento no genoma destas classes de DNA (Martins, 2007).

Vérias familias de DNAs repetitivos ja foram prospectadas de diferentes
espécies de peixes Neotropicais como, por exemplo: Hop (Haaf et al., 1993) e
5SHindlll (Martins et al., 2006), ambas isoladas de Hoplias malabaricus; As51 isolado
por Mestriner et al. (2000) de Astyanax scabripinnis; pPh2004 isolado por restricdo
genébmica de Parodon hilarii (Vicente et al., 2003); SATH1 e SATH2 isolados por
restricdo gendmica em Prochilodus lineatus (Jesus et al., 2003); WAp da fracdo

heterocromatica do cromossomo W de Apareiodon ibitiensis (Vicari et al., 2010).
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Embora a fracdo repetitiva do genoma tenha sido muito estudada em
invertebrados e mamiferos (Singer, 1982), em peixes ainda € restrito o nimero de
informacbes que se tem a respeito da sua sequéncia e organizagdo gendmica, quando
comparadas ao grande nimero de espécies existentes. Estudar estas sequéncias de DNA
repetitivo significa conhecer a organizacdo gendmica dos peixes, assim como a
dindmica com que estas sequéncias tém evoluido nestes organismos. Estas sequéncias
de DNA repetitivo podem ser utilizadas como bons marcadores para estudos evolutivos,
na identificacdo de rearranjos cromossomicos e identificacdo de diferencas entre

machos e fémeas, entre outras aplicagfes genéticas (Ferreira, 2009).
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2. JUSTIFICATIVA

No estudo cromossomico de peixes, a utilizagdo de sequéncias de DNA
repetitivo tem-se mostrado um marcador importante, pois tem permitido novas
interpretacbes da diversidade e evolucdo cariotipica, bem como da organizacao
gendmica de segmentos cromossdmicos deste grupo de peixes. As informagdes que vem
sendo obtidas com diversas classes de DNAs repetitivos também sdo valiosas para o
entendimento das relagdes evolutivas entre espécies e géneros relacionados,
considerando a distribuicdo e localizagdo dessas sequéncias Nnos Cromossomos,
contribuindo também no tocante a diversas problematicas de natureza citotaxondmica e
de diferenciacgéo cariotipica, como é o caso da familia Parodontidae.

Com isso, a ampliagdo de estudos acerca da composicdo e distribuicdo de
diferentes familias de DNAs satélites em peixes, podera fornecer maiores contribuicoes
a caracterizacdo genetica de diferentes espécies e a compreensdo da evolugdo do
genoma dos peixes.

Embora existam estudos envolvendo DNAS repetitivos em cromossomos sexuais
de Parodontidae, poucas séo as investigacdes realizadas em cromossomos autossdémicos,
que sdo fundamentais para uma melhor compreensdo dos processos evolutivos e

mecanismos envolvidos com a diversificacdo cariotipica em Parodontidae.
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3. OBJETIVOS

O intuito do presente trabalho foi de contribuir para o conhecimento dos
processos de diferenciacdo, evolucdo cariotipica e problemas de natureza
citotaxondémica da familia Parodontidae. Para tanto, foram propostos 0s seguintes
objetivos especificos:

e Estudar a dindmica evolutiva dos DNAs repetitivos na familia
Parodontidae, com énfase aqueles de natureza autossémica.

e Caracterizar cromossomicamente espécies da familia Parodontidae,
provenientes de diversas bacias hidrograficas brasileiras;

e Caracterizar a evolugdo cromossdmica ocorrida neste grupo e o papel
exercido pelos DNAs repetitivos (DNAr 5s, 18s, H1, H1+ER, H3 e H4),
associando os caracteres da citogenética classica e da citogenetica molecular,
numa analise comparativa entre as diferentes espécies estudadas.

e Caracterizar cromossomicamente 16 microssatélites investigando se o
processo de heterocromatinazacao e diferenciacdo sexual estdo associados com
0 acumulo destes microssatélites.

e Gerar subsidios a melhor compreenséo acerca da dinamica e evolucdo de

DNAs repetitivos.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Amostras coletadas

Exemplares de oito espécies da familia Parodontidae foram utilizados neste estudo.
Estas espécies foram diagnosticadas morfologicamente pela Dra. Carla Simone
Pavanelli como sendo: Apareiodon ibitiensis, Apareiodon sp., Apareiodon affinis,
Apareiodon piracicabae, Apareiodon hasemani, Parodon hilarii, Parodon nasus e
Parodon pongoensis (figura 1 e tabela 1). Na figura 2 mostra 0 mapa com 0s pontos de
coleta das respectivas espécies. O material cromossémico e de DNA foi obtido via
preparacdo de espécimes coletados na natureza (Licenga permanente para coleta de
material zoolégico MMA/IBAMA/SISBIO: 15117-1; 10538-1 — (Anexo 1) ou,
eventualmente, a partir do banco de preparacbes cromossdmicas e tecidos do
Laboratorio de Citogenética e Evolucdo da Universidade Estadual de Ponta Grossa e do
Laboratorio de Biodiversidade Molecular e Cromossdmica de Peixes da Universidade
Federal de Sdo Carlos. Os procedimentos estdo de acordo com o Comité de Etica do
Uso de Animais da Universidade Estadual de Ponta Grossa (Protocolo: 13/2014 —
Anexo 2).

Para a captura dos exemplares foram utilizadas tarrafas, arrastdes e pucas. Os peixes
capturados foram transportados vivos, em condi¢bes de oxigenacdo e temperatura
adequadas para o Laboratério de Citogenética e Evolucdo da Universidade Estadual de
Ponta Grossa ou para o Laboratdrio de Biodiversidade Molecular e Cromossémica de
Peixes da Universidade Federal de Séo Carlos, onde foram mantidos em aquarios

aerados até serem processados.

4.2. Metodologia Citogenética Classica

4.2.1. Obtencao de cromossomos mitoticos
4.2.1.1. Tratamento “in vivo”
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Os cromossomos mitéticos foram obtidos de células do rim anterior e posterior, por

meio da técnica descrita por Bertollo et al. (1978) — (Anexo 3).

4.2.1.2. Tratamento “in vitro”

Alternativamente, os cromossomos foram obtidos segundo o protocolo descrito por
Foresti et al. (1993) — (Anexo 4).
4.2.1.3. Tratamento em campo
Foi utilizado o protocolo descrito por Blanco et al. (2012) para espécimes que

ndo puderam ser transportados para o laboratorio para o processamento. — (Anexo 5).

4.3. Metodologia Citogenética Molecular
4.3.1. Isolamento de DNASs repetitivos

A sequéncia do DNAr 18S foi obtida por PCR a partir do DNA nuclear da
espécie de peixe Prochilodus argenteus (Hatanaka & Galetti Jr. 2004), e a sequéncia de
DNAr 5S foi obtida a partir da espécie de peixe Leporinus elongatus (Martins & Galetti
Jr. 1999). A sonda pPh2004 (Vicente et al.,, 2003) foi utilizada para facilitar a
identificacdo correta dos cromossomos. Os DNAr 18S e 5S e o satélite pPh2004, foram
submetidas ao procedimento de mini preparacdo plasmidial (kit “Illustra Plasmid Prep

Mini Spin” (GE Healthcare) - (Anexo 6).

As sequéncias parciais dos genes das histonas H1, H3 e H4 foram amplificadas a
partir do genoma de Apareiodon sp., utilizando os primers H1F (5°-
ATGGCAGAARYCGCMCCAGC -3’) e HIR (5’-TACTTCTTCTTGGGSGCTGC-3’),
(Hashimoto et al, 2011) e outra utilizando os primers HIPFw 5’-
GTCTCGCAGTCCAAGGAGAG -3’ e HIPRv 5’- GGTGCCTTTGGTCTGCAC - 3’
desenhados neste estudo a partir da sequéncia obtida de Parodontidae; H3F (5’-
ATGGCTCGTACCAAGCAGACVGC-37) e H3R (5°-
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ATATCCTTRGGCATRATRGTGAC-3’), (Colgan et al, 1998); H4F2s (5-
TSCGIGAYAACATYCAGGGIATCAC-3’) e H4F2er (5-
CKYTTIAGIGCRTAIACCACRTCCAT-3’), (Pineau et al., 2005), respectivamente. As
reacOes estdo descritas no anexo 7.

Outras classes de DNAs repetitivos foram obtidas através de reacfes de PCR na
auséncia de DNA molde. O DNA telomérico (TTAGGG)n foi amplificado utilizando os
primers (TTAGGG)5 e (CCCTAA)S5 (ljdo et al., 1991) e a sequéncia (GATA)n foi
obtida com os primers (GATA)7 e (TATC)7 (Epplen et al., 1982). As reacdes de

amplificacdo estdo descritas no anexo 8.

4.3.2. Marcacao das sondas
Foram utilizadas varias metodologias para marcagdes das sondas:

Nick Translation:

e Digoxigenina 11 dUTP (Dig Nick Translation, Roche Applied Science)
seguindo as instrucGes do fabricante — (Anexo 9), para a marcacdo da sequéncia
telomérica (TTAGGG)n e sequéncia (GATA)N.

e Biotina 16 dUTP (Biotin Nick translation, Roche Applied Science) seguindo as

orientacdes do fabricante — (Anexo 10), para a marcacgéo do satélite pPh2004.

e BioNick™ Labeling System (Invitrogen) seguindo as instru¢des do fabricante —

(Anexo 11), para a marcacdo do DNAr 18S.

e Diretamente com biotina na extremidade 5’ (Sigma, St. Louis, MO, USA),
durante a sintese — para a marcacao dos microssatélites (GAC)10, (CGG)10, (C)so,
(A)30, (TAA)10, (GAA)10, (GAG)10, (GACA)4, (GA)15, (TA)15, (CA)15, (CG)1s,

(CAA)lo, (CAC)lo, (CAT)lo, e (CAG)lo
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-PCR: (Anexo 12)

e Fluorocromo Alexa Fluor 594 (Life Technologies) — para a marcacao da histona
H3 e DNAr 5S.

e Digoxigenina 11 dUTP (Roche Applied Science) — para a marcagdo da histona
H1 + ERV (com o elemento transponivel ERV1-2 FCa-l) e H1 parcial (sem o
elemento transponivel ERV1-2 FCa-1).

e Biotina 16 dUTP (Roche Applied Science) — para a marcacao da histona H4.

4.3.3. Hibridizacéo in situ Fluorescente (FISH)

A localizacdo dos sitios de DNA repetitivo nos cromossomos foi obtida pela
hibridizagdo in situ fluorescente (FISH), segundo Pinkel et al. (1986), com algumas

adaptacdes — (Anexo 13).

4.3.4. Analises cariotipicas

As preparagdes cromossdmicas convencionais e com hibridizacdo in situ
fluorescente foram analisadas em microscépio de campo claro e epifluorescéncia Zeiss
Axio Imager A2 acoplado ao software ZEISS pro 2011 em Céamera Zeiss Axio Cam
MRm de Captura Monocromatica com sensor CCD e resolucdo de 1.4 megapixels (Carl
Zeiss®). E também o microscopio de epifluorescéncia Olympus BX41 equipado com o
sistema digital de DP71 de captura de imagem (Olympus, Toquio, Japao).

As imagens foram selecionadas para organizar 0s cari6tipos, onde o0s
cromossomos foram recortados usando o software Adobe Photoshop, versdo CS6, e
organizados em pares de homdlogos em classes e ordem decrescente de tamanho. Os
cromossomos foram classificados em metacéntricos (m), submetacéntricos (sm),

subtelocéntricos (st) e acrocéntricos (a) de acordo com Levan et al. (1964).
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4.4. Metodologia Molecular
4.4.1. Extragdo de DNA

A Extracdo de DNA foi realizada a partir de tecidos solidos (figado ou musculo),

utilizando o protocolo adaptado de Doyle & Doyle (1990) — (Anexo 14).

4.4.2. Sequenciamento Nucleotidico

As sequéncias das histonas H1, H3 e H4 foram purificadas seguindo o protocolo do
Kitlllustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare) — (Anexo 15).

Posteriormente foram submetidas ao servico de sequenciamento nucleotidico
realizado pela empresa ACT Gene Analises Moleculares (disponibilizado pela empresa
Ludwig Biotec), utilizando o equipamento ABI-Prism 3500 Genetic Analyzer (Applied

Biosystems).

4.4.3. Analise das sequéncias nucleotidicas

As sequéncias obtidas foram analisadas usando o BIOEDIT 5.0.9 (Hall, 1999), e
submetidas a uma analise de identidade utilizando os bancos de dados BLAST (Altschul
et al., 1990) (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) e CENSOR
(www.girinst.org/censor/index.php) e submetidas a alinhamentos por similaridade no

software on-line MultAlin (Corpet, 1988).
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4.6. Figuras e Tabelas

Tabela 1. Espécie, pontos de amostragem, distribuicdo nas bacias hidrogréficas e

namero de espécies estudadas.

Espécies Ponto de amostragem  Bacia hidrogréafica go de CN; de Total
Apareiodon sp. Rio Séo Jodo (PR) Alto Tibagi / Paranapanema / Alto 8 5 13
Parana
Apareiodon sp. Rio Laranjinha (PR) Alto Cinzas / Paranapanema / Alto 9 10 19
Parana
Apareiodon sp. Rio Verde (PR) Alto Parana 8 5 13
A. ibitiensis Rio Passa Cinco (SP) Alto Parana 12 9 21
A. piracicabae Rio Mogi Guagu (SP) Alto Parana 14 12 26
A. hasemani Rio Sao Francisco (MG) Sé&o Francisco 11 8 18
A. affinis Rio Passa Cinco (SP) Alto Parana 8 22 19
A. affinis Rio Piracicaba (SP) Piracicaba / Tieté / Alto Parana 6 8 14
P. nasus Rio Mogi Guacu (SP) Alto Parana 10 10 20
P. hilarii Rio Sao Francisco (MG) Séo Francisco 12 19 31
P. pongoensis Rio Araguaia (GO) Tocantins/Araguaia 8 11 19
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Apareiodon sp. Apareiodon ibitiensis

Apareiodon piracicabae

| B

Figura 1. Foto das espécies de Parodontidae analisadas no presente trabalho. Fonte:
Apareiodon sp., A. piracicabae, A. affinis, P. nasus e P. hilarii (Arquivo pessoal); A.
ibitiensis e P. pongoensis (Pavaneli C.S); A. hasemani (www.fishbase.org.).

36



N

(

%ﬁ

B ) b"“

0

250 500 km

1:23.000.000

20°00"W
Legenda
Bacia do Araguaia/Tocantins
Bacia rio Sdo Francisco
Bacia do Parana
- Bacia do Paraguai
Hidrografia

300

A

Apareiodon sp. (1,2 e 3)

A. ibitiensis (4)

-

e

A.r piracicabée (5)

P. pongoensis (8)

Figura 2. Mapa hidrografico do Brasil, mostrando a distribuicdo das espécies de
Parodontidae. Em (1) rio S&o Jodo — PR; (2) rio Laranjinha — PR; (3) rio Verde — PR;
(4) rio Passa Cinco — SP; (5) rio Mogi Guagu — SP; (6) rio Sao Francisco - MG; (7) rio
Piracicaba - SP; (8) rio Araguaia — GO. Ao lado as espécies estudadas numeradas de
acordo com a sua localizacao nas bacias. Fotos: (A, C, E, F, G) — Arquivo pessoal; (B,

H) Pavaneli C.S.; (D) fonte: www.fishbase.org.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados juntamente com a discussdo foram alocados em capitulos, sendo

que cada capitulo corresponde a um artigo.

Capitulo 1: Localizacdo in situ dos DNAs repetitivos (GATA)n e (TTAGGG)n e a
diferenciagdo do cromossomo sexual W em Parodontidae (Actinopterygii:
Characiformes) — versdo publicada na revista Cytogenetic and Genome Research (anexo

16).

Capitulo 2: Mapeamento cromossdmico de microssatélites em Parodontidae

(Actinopterygii: Characiformes): énfase nos cromossomos sexuais. Em preparagéo.

Capitulo 3: Mapeamento cromossdmico das sequéncias de histonas H1, H3 e H4 em

espécies de Parodontidae (Actinopterygii: Characiformes). Em preparacao.
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5.1. Capitulo 1

Localizacéo in situ dos DNAs repetitivos (GATA)n e (TTAGGG)n e a
diferenciagdo do cromossomo sexual W em Parodontidae (Actinopterygii:
Characiformes)

Kaline Ziemniczak, Josiane Baccarin Traldi, Viviane Nogaroto, Mara Cristina Almeida,

Roberto Ferreira Artoni, Orlando Moreira-Filho, Marcelo Ricardo Vicari

Palavras chave: modificacGes da cromatina; regido W especifica; evolugdo
cariotipica; erosdo de genes do W

Capitulo referente ao artigo publicado na revista Cytogenetic and Genome
Research DOI: 10.1159/000370297
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Resumo

Parodontidae apresenta um numero diploide conservado de 54 cromossomos e
diferentes estagios quanto a diferenciacdo de cromossomos sexuais ZW. Para a grande
maioria das espécies desta familia, foi proposto que a diversificacdo cariotipica é devida
principalmente & movimentagdo e acumulo de DNA repetitivo. Neste estudo, duas
sondas repetitivas (GATA)n e (TTAGGG)n, foram utilizadas com o objetivo de avaliar
0s provaveis mecanismos de diversificacdo cromossdmica, especialmente aqueles
relacionados a diferenciacdo molecular do cromossomo W. Os resultados mostraram
que a sequéncia (GATA)n esta envolvida na diferenciacdo da regido especifica da
fémea, female specific region (FSR) no cromossomo W de Parodontidae e apresenta
diversos sinais e outros pontos de acumulacdo em autossomos. A repeticao
(TTAGGG)n faz parte do telomero de vertebrados e a presenca de sitios telomericos
intersticiais (ITS) pode ajudar na identificacdo de rearranjos cromossomicos. Em
Parodontidae, ndo foram detectados ITS. Este estudo mostra a plasticidade na
quantidade de repeticdo (GATA)n em Parodontidae que pode estar envolvido em
modificacdes da cromatina e controle transcricional do cromossomo W, e o papel de
DNAs repetitivos na diversificacdo gendmica nesta familia de peixes é discutida.

Palavras-chave: modificaces da cromatina; regido W especifica; evolugéo cariotipica;

erosdo de genes do W.
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Abstract

The family Parodontidae presents a conserved diploid number of 54 chromosomes and
different stages associated with ZW sex chromosome differentiation. For the great
majority of species in this family it was proposed that the karyotypic diversification is
mostly due to repetitive DNA mobility and accumulation. In this study, 2 repetitive
probes, (GATA)n and (TTAGGG)n, were used to assess probable mechanisms of
chromosome diversification, especially those related to molecular differentiation of the
W chromosome. Results showed that the (GATA)n sequence is involved in the
differentiation of the W chromosome female-specific region of Parodontidae and that it
is accumulated in diverse autosomes. The (TTAGGG)n repeat is part of the vertebrate
telomere, and the presence of interstitial telomeric sites may help to identify
chromosome rearrangements. However, in Parodontidae, no interstitial telomeric sites
were detected. This study shows plasticity in the amount of the (GATA)n repeat in
Parodontidae that may be involved in chromatin modifications and transcriptional
control of the W chromosome, and the role of repetitive DNAs in genomic
diversification in this fish family is discussed.

Keywords: chromatin modification, female-specific region, karyotype evolution, W

gene erosion.
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5.1.1. Introducéo

Diferentes classes de DNA compde a estrutura dos cromossomos de eucariontes
(Sumner, 2003). Além do denominado DNA cépia simples, algumas sequéncias de
bases sdo repetidas de centenas a milhGes de vezes no complemento cromossémico
(Timberlakwe, 1978). Estes DNAs repetitivos sdo classificados de acordo com suas
caracteristicas principais e incluem as familias multigénicas, as sequéncias nao
codificadoras repetidas in tandem (satélite, minissatélite e microssatélite) e as
sequéncias dispersas classificadas como transposons e retrotransposons (Sumner, 2003).

E conhecido que o acimulo e a movimentagdo de sequéncias repetitivas nos
genomas promove a diferenciacdo cromossdémica, com importante atuacdo na evolucao
cariotipica (Wichman et al., 1991; Hamilton 1992; Li et al., 2000; Pucci et al., 2014). O
microssatelite (GATA)n foi descrito como o maior componente do DNA satélite Bkm
(Banded Krait Minor), o qual esta amplamente distribuido entre os eucariotos (Epplen et
al., 1982; Singh et al., 1984; Milani & Cabral-de-Mello, 2014). Esta sequéncia simples
repetida (SSR) esté relacionda a diferenciacdo molecular dos cromossomos sexuais de
uma grande parcela de vertebrados (Epplen et al., 1982; Singh et al., 1984; Epplen,
1988; Nanda et al., 1990; Subramanian et al., 2003). Isto sugere que (GATA)n pode ter
um significado funcional na biologia dos cromossomos sexuais e na especiacdo
(Subramanian et al., 2003).

Associado a ampla distribuicdo nos genomas eucariontes, 0 SSR (GATA)n serve
de sequéncia de DNA consenso para a ligacdo de fatores de transcricdo da familia de
proteinas de ligacdo- GATA (Orkin et al., 1998). Os membros da familia de proteinas
GATA, (GATA1-6) funciona como uma linhagem especifica de fatores de transcricao
para uma série de tipos de células no sistema hematopoiético (para uma revisao ver,

Chen et al., 2012). Ainda, outros estudos mostraram a expressdo de proteinas de ligacao
42



Bkm (BBP) (Bkm binding proteins), sexo e tecidos especificos, no ovario de cobras e
nos testiculos de ratos (Singh et al., 1994a). Nos testiculos de ratos esta BBP foi
relacionada ao evento de descondensacdo do cromossomo Y, especifico do testiculo.
Esta proteina é diferente da familia de fatores de transcricdo GATA do sistema
hematopoiético, uma vez que se liga a sequéncias de repeticdes (GATA)n (Singh et al.,
1994b). Além da funcédo de local de ligacdo de fator de transcricdo, Subramanian et al.
(2003) relatou a distribuicdo de (GATA)n ao longo do cromossomo e sua proximidade
com regides associadas a matriz como possiveis dominios demarcados na cromatina
para uma expressdo coordenada de genes.

Outro DNA repetitivo, o minissatélite (TTAGGG)n, componente estrutural dos
telomeros de vertebrados tem sido localizado in situ nos genomas para auxiliar na
visualizacdo de alguns tipos de rearranjos cromossdmicos (Slijepcevic, 1998). Em
peixes, Ocalewicz (2013) verificou que 80 espécies foram submetidas a localizacéo in
situ da sequéncia (TTAGGG)n, das quais cerca de 42% apresentam sinais de
hibridizagdo telomérica adicional distante do término do cromossomo (sequéncias
teloméricas intersticiais ou internas, “internal or interstitial telomeric sites”, ITS). A
localizagdo destes ITS confirmaram a ocorréncia de fusdes Robertsonianas (Rosa et al.,
2012; Blanco et al., 2012; Traldi et al., 2013; Errero Porto et al., 2014), mas podem
também ser inseridos nas posicdes intersticiais pela telomerase ou ainda, sdo transpostos
para reparar as rupturas de filamentos duplos de DNA (Nergadze et al., 2007).

A familia de peixes neotropical Parodontidae (géneros Parodon, Apareiodon e
Saccodon) apresenta nimero dipldide de 54 cromossomos conservado, com pequena
variacdo nas formulas cariotipica da grande maioria dos seus representantes, mas com
grande variacdo de marcadores cromossdmicos demonstrando uma enorme diversidade

interespecifica (Bellafronte et al., 2011; Schemberger et al., 2011). Nesta familia,

43



algumas espécies sdo homomorficas em relacdo a presenca de cromossomos sexuais,
enquanto outras apresentam sistemas ZZ/ZW em diferentes estagios de acumulo de
DNAs repetitivos (Schemberger et al., 2011; 2014). Aqui n6s relatamos nossa andlise
dos padrdes de distribuicdo de (GATA)n e (TTAGGG)n nos genomas de Parodontidae

para verificar 0s rearranjos cromossémicos, com foco no cromossomo W.

5.1.2. Material e Métodos

Oito espécies da familia Parodontidae foram analisadas: Apareiodon
piracicabae, Apareiodon hasemani, Apareiodon ibitiensis, Apareiodon sp. (populacado
do Rio Verde), Apareiodon affinis, Parodon pongoensis, Parodon nasus e Parodon
hilarii, (Tabela 1). As espécies foram depositadas no Museu de Zoologia do Ndcleo de
Pesquisas em Limonologia, Ictiologia e Aquicultura da Universidade Estadual de
Maringa (Brasil) e no Museu de Zoologia da Universidade de S&o Paulo (MZUSP). Os
procedimentos de manuseio animal em pesquisa foram realizados em conformidade
com o Comité de Etica em Experimentacdo Animal (processo numero: 13/2014) da
Universidade Estadual de Ponta Grossa (Brasil). As preparagdes de cromossomos foram
obtidas pelo método de air-drying a partir de células renais (Bertollo et al., 1978) com
modificacdes (Blanco et al., 2012).

Neste estudo, foram utilizados trés tipos de sondas repetitivas: 0 microssatélite
(GATA)Nn, o minissatélite (TTAGGG)n e o DNA satélite de Parodontidae pPh2004
Vicente et al. (2003). A sonda pPh2004 s6 foi utilizado para facilitar a identificacdo
correta dos cromossomos, esta sonda ja foi descrita em outros estudos (Bellafronte et
al., 2011; Schemberger et al., 2011). As expansdes (GATA)n e (TTAGGG)n foram
sintetizadas por reacdo em cadeia da polimerase (PCR). A amplificacdo da sonda

(GATA)N foi realizada com os primers (GATA); e (TATC); enquanto que a sonda
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(TTAGGG)n foi amplificada com os primers (TTAGGG)s e (CCCTAA)s ambas na
auséncia de DNA molde, conforme proposto para obtencdo da sequéncia geral de
teldomero de vertebrados (ljdo et al., 1991). A reacdo de amplificagdo de cada DNA
repetitivo em tubos isolados foi composta por 1x Taqg Reaction buffer (200 mM Tris pH
8.4, 500 mM KCI), 40 uM dNTPs, 2 mM MgCl,, 2 U de Tag DNA polymerase
(Invitrogen, Carlsbad, USA), 0.2 UM primers (GATA); e (TATC)y para o tubo de PCR
GATA e; 0.2 uM primers (TTAGGG)s e (CCCTAA)s para a amplificacdo da sequéncia
telomérica. A PCR foi feita em dois ciclos. A primeira amplificacdo foi realizada com
baixa estringéncia: 4 min a 94 °C, 12 ciclosde 1 mina 94 °C,45sa52°Ce 1 min 30 s
a 72 °C; seguido por 35 ciclos de alta estringéncia: 1 mina 94 °C, 1 min 30 sa 60 °C e
1 min 30 s a 72 °C. Os produtos da PCR foram confirmados gel de agarose 1%, onde
foram obtidos arrastos entre 1000 — 2000 bp. As amplificacbes (GATA)n e
(TTAGGG)n foram entdo marcadas com digoxigenin 11-dUTP por Nick Translation
(Dig Nick Translation mix, Roche Applied Science, Mannheim, Germany), seguindo as
instrucdes do fabricante. Por sua vez, a sonda do satélite pPh2004 contida em vetor e
obtida por mini preparacéo plasmidial foi marcada biotin 16-dUTP por Nick Translation
(Biotin Nick Translation mix, Roche Applied Science) segundo orientagdes do
fabricante.

A hibridacdo in situ fluorescente (FISH) foi realizada sob condicdes de alta
estringéncia (2.5 ng/uL de sonda, 50% de formamida, 2X SSC, e 10% de sulfato de
dextrano durante 18 h a 37 ° C), de acordo com o método de Pinkel et al. (1986). A
deteccdo do sinal foi realizada utilizando um anticorpo anti-estreptavidina conjugada
com Alexa Fluor 488 (Molecular Probes, Carlsbad, CA, EUA) e um anticorpo anti-
digoxigenina conjugados com rodamina (Roche Applied Science). Os cromossomos

foram contrastados com 0.2 pg-mL ™ de 4,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) em meio de
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montagem Vectashield (Vector, Burlingame, CA, EUA) e analisadas utilizando um
microscopio de epifluorescéncia Olympus BX41 equipado com o sistema digital de
DP71 de captura de imagem (Olympus, Téquio, Japdo). Os cromossomos foram
identificados utilizando o sistema proposto por Levan et al. (1964) e classificados como

metacéntricos (m), submetacéntrico (sm), ou subtelocéntrico (st).

5.1.3. Resultados

As espécies estudadas apresentaram 2n = 54 cromossomos e quanto & presenca
de cromossomos sexuais heteromoérficos sdo classificadas: cromossomos sexuais
ausentes ou homomorficos (A. piracicabae), proto cromossomos sexuais — par 13 - (P.
pongoensis e P. nasus), sistema de cromossomos sexuais ZZ/ZW (A. hasemani, A.
ibitiensis, Apareiodon sp. e P. hilarii); e sistema ZZ/ZW;W, em A. affinis (Figs. 1 e 2;
para uma revisao ver Schemberger et al., 2011; Bellafronte et al., 2012).

A FISH com sonda (GATA)n revelou a presenca deste elemento repetitivo
disperso pelos cromossomos, formando pequenos acimulos em algumas regides nas
oito espécies estudadas (Figs. 1 e 2). Em A. piracicabae, além de loci dispersos pelo
cariotipo, acimulos (GATA)n puderam ser detectados nos pares 2, 6, 9, 17, 20, 21, 25 e
27 (Fig. 1a). Em A. hasemani, pequenos acumulos puderam ser detectados nas regides
terminal ou subterminal de todos os cromossomos, incluindo os cromossomos Z e W
(Fig. 1b). Nas espécies A. ibitiensis e Apareiodon sp., puderam ser detectados pequenos
acumulos (GATA)n nos autossomos além de uma marcacdo intersticial mais evidente
no brago longo do cromossomo W (Fig. 1c, d). Ja& P. pongoensis e P. nasus, alem de
acumulos em autossomos, apresentam um pequeno acumulo (GATA)n na regido
terminal do braco curto do par 13 — proto cromossomo sexual (Fig. 2a, b). Ja P. hilarii

apresentou loci (GATA)N dispersos, praticamente imperceptiveis, no cromossomo Z e
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autossomos, mas com blocos evidentes nos pares 4, 5 e na regido intersticial do brago
longo do cromossomo W (Fig. 2c). Por sua vez, em A. affinis a sonda (GATA)n
mostrou localizagéo pela regido terminal dos autossomos e blocos mais evidentes nos
cromossomos sexuais W; e W, (Fig. 2d). A sonda (TTAGGG)n detectou os sitios
terminais dos cromossomos marcados nas oito espécies estudadas e ndo foram

observados ITS (Fig. 3).

5.1.4. Discussao

A diferenciagdo molecular e a eroséo da atividade génica na rota evolutiva de
cromossomos sexuais, envolve o acimulo de DNAs repetitivos in tandem e elementos
transponiveis, transposable elements (TEs), (Steinemann & Steinemann, 2005). Embora
0 mecanismo geral de acimulo de sequéncias seja bem entendido pela visualizacdo da
fracdo heterocromatica no cromossomo sexual heteromdrfico, na grande maioria das
espécies, falta em conhecimento de quais sequéncias repetitivas estdo ali presentes e
qual sua relacdo na demarcacdo de dominios na cromatina e controle da expressao
génica (Subramanian et al., 2003).

Parodontidae tem sido utilizada para estudos da diferenciacdo dos cromossomos
sexuais, onde é observado a invasdo de sequéncias repetitivas e aumento do tamanho do
cromossomo W (Centofante et al., 2002; Rosa et al., 2006; Vicari et al., 2006;
Bellafronte et al., 2009; 2011; 2012; Schemberger, 2011; 2014). Neste estudo, a
localizagdo in situ da sequéncia (GATA)n em oito espécies revelou acumulo deste
microssatélite na regido de diferenciacdo molecular e erosdo génica do cromossomo W.
Os sinais (GATA)n foram comparados com a descricdo da localiza¢do do bandamento
C nestas espécies estudadas (Bellafronte et al., 2011). Os acimulos autossémicos da

sequéncia (GATA)n ndo podem ser correlacionados com as regides heterocromaticas, a
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excessdo de algumas regifes heterocrométicas terminais menores. Por outro lado, 0s
sinais (GATA)n nos cromossomos sexuais Z e W estdo localizadas em regides
heterocromaticas. Nesta familia, a espécie A. piracicabae ndo apresenta cromossomos
sexuais heteromérficos. Em outros estudos, a localizacdo destas repeticdes simples tem
permitido a deteccdo de diferencas moleculares e estruturais ainda entre cromossomos
sexuais aparentemente homomorficos de Poecilia reticulata (Nanda et al., 1990). No
entanto, a localizacdo (GATA)n neste estudo em varios autossomos demonstra que este
DNA repetitivo ndo esta exclusivamente relacionado aos cromossomos sexuais, fato que
ndo permite apontar um provavel par proto cromossomo sexual em A. piracicabae.

No estudo de pintura cromossémica com a fragdo heterocromatica do cromossomo
W de Apareiodon sp., denominada sonda WAp, em combinacdo com a sonda DNA
satélite pPh2004, foi possivel estabelecer o par 13 como sendo o proto par sexual nas
espécies P. pongoensis e P. nasus (Schemberger et al., 2011). Nesta duas espécies, a
localizagdo da repeticdo (GATA)n demonstrou um pequeno acumulo no brago curto
deste par. Esta situacdo de pequeno acumulo (GATA)n é também visualizada para o
cromossomo Z das espécies que possuem heteromorfismo de cromossomos sexuais. Por
sua vez, o cromossomo W detém acumulo (GATA)n crescente em espécies com
cromossomos sexuais maiores. Entre as espécies estudadas, A. hasemani possui 0
cromossomo W em menor diferenciacdo molecular, com bandas heterocromaticas nas
regibes do braco curto e terminal do braco longo (Bellafronte et al., 2012). A
localizacdo da sequéncia (GATA)n nas regides terminais em ambos os bracos do
cromossomo W evidencia a participacdo deste DNA microssatélite ja no inicio da
diferenciacdo e heteromorfismo do cromossomo W. Ainda, é evidente o acumulo
(GATA)N nas espécies que possuem o cromossomo W maior e consequente maior

diferenciacdo molecular (A. ibitiensis, Apareiodon sp., P. hilarii) e nos cromossomos
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W1 e W, do sistema de cromossomos sexuais multiplo de A. affinis. Em um exemplo
similar no género Poecilia, o tamanho da regido heterocroméatica do cromossomo Y
difere entre as linhagens e é correlacionada ao tamanho total do cromossomo Y,
mecanismo que pode ser atribuido a amplificacdo diferencial e a delecdo da
heterocromatina constitutiva. Ainda, foi sugerido que o padréo de coloracdo ligado ao
cromossomo sexual e outros genes sexuais em Poecilia sdo importantes para a
manutencdo do polimorfismo estrutural dos cromossomos sexuais (Nanda et al., 2014).
Em peixes, estudos com o microssatélite (GATA)n em algumas espécies mostrou
localizacdo dispersa pelos cromossomos, sem quaisquer tipos de acimulo preferenciais
(Cross et al., 2006; Ubeda-Manzanaro et al., 2010; Traldi et al., 2013). Embora alguns
acumulos (GATA)n foram detectados nos cromossomos de Parodontidae, especialmente
nos sexuais, € visivel um extensivo nimero de coOpias dispersas nos cariotipos. E
conhecido que estas repeticbes microssatélites estdo frequentemente presentes nas
sequéncias dos elementos transponiveis ou intercaladas a DNAs copia simples (Schéfer
et al., 1986; Coates et al., 2009). Nesta via, as coOpias dispersas (GATA)n em
Parodontidae podem ser consequéncia de eventos de transposicdo, quando repeticdes
em tandem pegam “carona” dentro de elementos moveis, como visualizado em outros
organismos (Wilder & Hollocher, 2001; Lopez-Giraldez et al., 2006; Coates et al.,
2009). No entanto, a dispersdo de repetices (GATA)n em regides eucromaticas dos
cromossomos de Parodontidae poderia ser intergénica, sugerindo que eles podem
possuir, em associacdo com a regido associada a matriz, uma funcdo de regular a
totalidade do dominio definido por essas sequéncias, tal como proposto para 0s seres
humanos (Subramanian et al., 2003). Ainda, (GATA)n ¢ a parte principal da sequéncia
consenso de DNA para a ligacdo da familia de fatores de transcricdo (GATAL-6) com

funcdo em células do sistema hematopoiético (Chen et al., 2012).
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Em algumas espécies, a maior concentragdo (GATA)n nos cromossomas sexuais
foi atrelada a atividade de descondensacdo da cromatina (Singh et al., 1994a; Viger et
al., 1998; Priyadarshini et al., 2003). Em cobras e ratos em que a atividade BBP foi
relatado para ser no seu nivel maximo pelo inicio da espermatogénese e
desenvolvimento de odcitos, correspondente a descondensacdo dos cromossomos W e
Y, respectivamente (Singh et al., 1994a). GATA-4, um outro membro da mesma familia
de fatores de transcricdo presentes nas génadas de rato, que é expresso especificamente
nas células de Sertoli de testiculos e da célula granulosa do ovério, foi assumido estar
envolvido no desenvolvimento precoce das gonadas e dimorfismo sexual (Viger et al.,
1998). Da mesma forma, na serpente do mar Enhydrina schistosa, onde 0 cromossomo
W ¢ dividido em duas partes separadas, Wi e W,, ambos descondensam-se
simultaneamente (Singh et al., 1979), indicando a sua regulagdo comum. A. affinis
também apresentou sequéncias (GATA)n nos cromossomos W; e W, como uma
possivel funcdo no desenvolvimento sexual de Parodontidae.

As espécies de Parodontidae, em sua maioria, mantéem o 2n = 54 cromossomos,
com pequena variacdo de férmula cariotipica 54 m/sm para 48 m/sm + 6st (Bellafronte
et al., 2011). Neste contexto, Schemberger et al. (2011) inferiram que a variacao
cromossdmica na familia Parodontidae € em grande parte devida a movimentacdo de
sequéncias de DNAs satélites e TEs. A presenca de ITS em pontos de fusdo e ou
translocacdo é um evento relativamente comum em peixes (Rosa et al., 2012;
Ocalewicz, 2013; Errero Porto et al., 2014), embora em inimeros eventos de rearranjos
cromossdmicos os telémeros possam ser completamente perdidos ou estar em baixo
namero de copias (Slijepcevic, 1998). A localizacdo telomérica da sonda (TTAGGG)n
em oito espécies de Parodontidae corrobora a proposta da conservacao de 2n e pequena

variacdo de formulas cromossémicas. Em A. affinis, a origem do sistema de
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cromossomos sexuais multiplos ZZ/ZW1W, € atribuida a rearranjos cromossdmicos do
tipo fissdo e inversdo pericéntrica ou translocagcdo cromossomica (Moreira-Filho et al.,
1980; Schemberger et al., 2011). Mesmo nesta espécie, ndo ha indicios de ITS que
possam ser indicativos de trocas entre cromossomos ndo homdlogos.

Por outro lado, Schemberger et al. (2014) isolaram uma biblioteca C,t-1 para
DNA repetitivo e verificaram um intenso acimulo de sequéncias satélites e elementos
tranponiveis, entre as quais, algumas foram relacionadas a degeneracdo molecular do
cromossomo W. Com todos estes dados, é possivel verificar que a regido
pseudoautossémica (PAR) dos cromossomos sexuais € composta pelos bragos longo do
cromossomo Z e curto do cromossomo W, as quais possuem o DNA satélite pPh2004
no género Parodon. Na regido especifica da fémea, “female-specific region” (FSR) do
cromossomo W de Parodontidae é possivel verificar o acimulo de sequéncias satélites e
TEs, as quais ndo sao exclusivas dos sexuais. A expansdo (GATA)n identificada neste
estudo esta localizada na FSR, em regido intersticial. A regido proximal da FSR ¢
composta pelo DNA satélite (sat1WP), na regido terminal foi visualizado um extensivo
acumulo do TE helitron e, em toda sua extensdo, a FSR € invadida por TEs degenerados
de diferentes classes (Schemberger et al., 2014). Deste modo, a diferenciagdo molecular
e a erosao da atividade génica do cromossomo W ocorreu por acumulos de sequéncias
repetitivas de diferentes tipos e classes, as quais podem formar dominios na cromatina e
ter uma relacdo com o controle da expressdo dos genes presentes nos sexuais e
determinacdo sexual.

Neste contexto, este estudo demonstra com a localizacdo in situ das expansdes
(GATA)n e (TTAGGG)n que Parodontidae apresenta uma diversificacdo cromossdmica
associada a0 movimento de sequéncias repetitivas no genoma. Estes dados, quando

comparados com a literatura, fornecer evidéncias indiretas de que a repeticdo (GATA) n
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esta associada com modifica¢fes da cromatina no cromossomo W de Parodontidae que

pode estar relacionado com o controle de expressdo de genes e determinacdo sexual.
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5.1.7. Figuras e Tabelas

Tabela 1. Espécies estudadas e locais de amostragem de oito espécies de Parodontidae.
As espécies sdo mantidas no Museu de Zoologia do NuGcleo de Pesquisas em
Limnologia, Ictiologia e Aquicultura da Universidade Estadual de Maringd (NUPELIA)

e no Museu de Zoologia da Universidade de Sdo Paulo (MZUSP).

Espécies Rio/Estado E?;ir?)g rafica CN; de go de Total
Apareiodon piracicabae Rio Mogi-Guagu (SP) Alto Parana 12 14 26
Apareiodon hasemani Rio S&o Francisco (MG) Sé&o Francisco 8 11 19
Apareiodon ibitiensis Rio Corumbatai (SP) Piracicaba 2 3 5
Apareiodon sp. Rio Verde (PR) Alto Parana 5 8 13
Parodon pongoensis Rio Araguaia (GO) Tocantins/Araguaia 11 8 19
Parodon nasus Rio Mogi-Guagu (SP) Alto Parana 10 10 20
Parodon hilarii Rio Séo Francisco (MG) Sd&o Francisco 19 12 31
Apareiodon affinis Rio Passa-Cinco (SP) Alto Parana 22 8 30
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A. piracicabae A. hasemani

Figura 1. Cariotipos de espécimes fémeas de Parodontidae submetidos a FISH com a
sonda (GATA)n. Os sinais de (GATA)n sdo mostrados com rodamina (vermelho) e os
cromossomos contra corados com DAPI (azul). Em (a) A. piracicabae; (b) A. hasemani;

(c) A. ibitiensis; (d) Apareiodon sp. Barra =5 pm.
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Figura 2. Cariotipos de espécimes fémeas de Parodontidae submetidos a FISH com a
sonda (GATA)n. Os sinais de (GATA)n sdo mostrados com rodamina (vermelho), a
sonda pPh2004 com FITC (verde) e os cromossomos contra corados com DAPI (azul).

Em (a) P. pongoensis; (b) P. nasus; (c) P. hilarii; (d) A. affinis. Barra=5 um.
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Figura 3. Metafases de espécimes fémeas de Parodontidae submetidas a FISH com a
sonda (TTAGGG)n marcada com rodamina (vermelho). Em (a) A. piracicabae; (b) A.
hasemani; (c) A. ibitiensis; (d) Apareiodon sp.; (e) P. pongoensis; (f) P. nasus; (g) P.

hilarii; (h) A. affinis. Barra =5 um.
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5.2. Capitulo 2

Mapeamento cromossdémico de microssatélites em Parodontidae (Actinopterygii:
Characiformes): énfase nos cromossomos sexuais

Artigo em Preparacao
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Resumo

Os genomas eucariotos sdo densamente povoados por microssatélites, (SSR - Simple
Sequence Repeats). Alguns atuam na replicacdo do DNA, recombinacdo, regulacdo da
expressdo génica e organizagdo da cromatina, tornando-os importantes em estudos de
genoma. Assim, 0 mapeamento cromossdmico de microssatélites demonstra um enorme
potencial para o entendimento da diferenciacdo cariotipica em peixes. Neste estudo
foram mapeadas 16 sequéncias de microssatélites, em cinco espécies da familia
Parodontidae (Apareiodon piracicabae, Parodon nasus, Apareiodon sp., Parodon
hilarii e Apareiodon affinis), com objetivo de verificar o acimulo de DNA repetitivo
nos cromossomos e sua atuacdo na diferenciacdo cariotipica dos cromossomos sexuais
heteromorficos. As espécies apresentaram 2n = 54 cromossomos, exibindo
cromossomos sexuais ausentes ou homomorficos (A. piracicabae), proto cromossomo
sexual (P. nasus), sistema de cromossomos sexuais heteromorficos do tipo ZZ/ZW
(Apareiodon sp. e P. hilarii); e sistema de cromossomos sexuais heteromarficos do tipo
ZZIZW;W, (A. affinis). Os SSR demonstraram uma localizacdo cromossémica
relativamente semelhante nos autossomos das cinco espécies. Alguns tiveram sinais
predominantemente terminais/subterminais. Em A. piracicabae, foram observados
sinais na regido subterminal do par cromossémico portador do DNAr 45S. Outros
mostraram marcac0es correlacionadas as regides eucromaticas dispersas nos genomas.
Estes resultados sugerem que o acumulo de microssatélites € compartilnado na histéria
evolutiva de Parodontidae. Também atuam na manutencao das pontas cromossémicas e
exercem um provavel papel funcional no genoma. Demais acimulos exibiram sinais em
regibes heterocromaticas intersticiais, essencialmente nos cromossomos sexuais
diferenciados. Houve um maior acimulo no cromossomo W de P. hilarii, o que

corrobora com a proposta de invasdo de DNAs repetitivos, atuando na degeneracao
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genética e heterocromatinizacdo do cromossomo sexual heteromdrfico. Com os
resultados, foi possivel inferir sobre uma intensa invasdo e acimulo dessas sequéncias
nas regides terminais dos cromossomos, e verificada a atuagdo dos SSR na
diferenciacdo genética e na historia evolutiva do cromossomo W.

Palavras-chave: microssatélites, hibridacao in situ fluorescente, cromossomos sexuais,

DNAS repetitivos.
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Abstract

The eukaryotic genomes are highly fulfilled for microsatellites (SSR - Simple Sequence
Repeats). These sequences may play a role in DNA replication, recombination,
regulation of genic expression and chromatin organization, making them important to
genome studies. Chromosomal mapping of microsatellites perform then a huge potential
to understand karyotypic differentiation in fishes. In this study we mapped 16
microsatellite sequences, in the genome of five species of Parodontidae (Apareiodon
piracicabae, Parodon nasus, Apareiodon sp., Parodon hilarii and Apareiodon affinis),
in order to search the accumulation of repetitive DNA in chromosomes and its role in
heteromorphic sex chromosomes differentiation. The studied species have a diploid
number of 54 chromosomes, exhibiting absent or homomorphic sex chromosomes (A.
piracicabae), proto sex chromosomes (P. nasus), heteromorphic ZZ/ZW sex
chromosomes system (Apareiodon sp. and Parodon hilarii); heteromorphic ZZ/ZW;,W,
sex chromosomes system (A. affinis). The SSR sequences were observed in a similar
localization on autosomes of all five species. Some of them showed terminal/
subterminal signals. In A. piracicabae, signals were observed in subterminal region of
the chromosome pair bearing 45S rDNA sequence. Others revealed marks related to
euchromatic regions spread through the genomes. These results suggest that the
accumulation of microsatellites is shared in evolutionary history of Parodontidae. They
also act in keeping chromosomal ends and probably have an important role in the
genome. Further accumulation was observed in interstitial heterochromatic regions,
especially in differentiated sex chromosomes. There were a major accumulation in the
W chromosome of P. hilarii, that corroborates with the repetitive DNA invasion

proposal, acting in genic erosion and heterochromatinization of heteromorphic sex
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chromosome. These results enable some inferences about an intense invasion and
accumulation of sequences in terminal regions of chromosomes, verifying the role of
SSR in the genetic differentiation and evolutionary history of W chromosome.

Keywords: microsatellites, fluorescence in situ hybridization, sex chromosomes,

repetitive DNAs.
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5.2.1. Introducéo

O genoma de organismos eucariotos contém varios tipos de sequéncias de DNA
presente em multiplas cépias, que muitas vezes pode representar grandes porcdes do
genoma (Charlesworth et al., 1994). Essas sequéncias podem ser repetidas in tandem e
incluem as familias multigénicas, os satélites, minissatélites e microssatelites (Martins,
2007). Também podem ser dispersas no genoma, COMO 0S transposons e
retrotransposons (Martins, 2007).

As sequéncias repetitivas de DNA geralmente se acumulam em regides
cromossdmicas com baixa recombinagdo, formando a heterocromatina (Charlesworth et
al., 1994; Stephan e Cho 1994; Martins, 2007). Nessas regides de alta densidade de
DNASs repetitivos 0 genoma esta sujeito a inlmeros processos, 0s quais incluem elevada
taxa mutacional, degeneracdo de genes, adicdo de genes ou, quebras e rearranjos
cromossdmicos (Charlesworth & Charlesworth, 2000).

Os microssatélites sdo denominados de sequéncias repetidas simples (SSR -
Simple Sequence Repeats), que consistem de unidades de 1 a 6 nucleotideos que estédo
repetidas in tandem (para uma revisdo veja Schlotterer, 2000; Li et al., 2002; Ellegren,
2004). Podem ser encontrados entre as regides codificantes dos genes estruturais ou
entre outras sequéncias repetitivas (Tautz & Renz, 1984). Portanto, ndo sdo encontrados
somente na por¢do heterocromatica, podendo ser amplamente dispersos ou limitar-se a
determinadas regides dos cromossomos (Cuadrado et al., 2008), e estdo entre as
sequéncias de DNA com mais rapida evolucédo (Kubat et al., 2008).

Certos SSRs detém um papel estrutural/funcional no DNA, entre os quais, atuam
na replicacdo do DNA, na recombinacdo, na regulacdo da expressdo génica e na
organizacdo da cromatina (Li et al., 2004; Martins et al., 2011). Ainda, as sequéncias

repetitivas microssatélites sao os elementos mais polimérficos no DNA devido a intensa
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variagdo do nimero das unidades de repeticdo (Cuadrado et al., 2008; Schneider et al.,
2015). Essas caracteristicas tornam os SSRs ferramentas importantes para utilizagdo em
estudos de genoma e para a visualizagdo de rearranjos cromossomicos e amplificagdo da
heterocromatina (Terencio et al., 2013; Ziemniczak et al., 2014). Neste contexto, 0
mapeamento cromossémico de microssatélites demonstra um enorme potencial para o
entendimento da diferenciacdo cariotipica em peixes (Cioffi et al., 2010; Martins et al.,
2012; Cioffi et al., 2012; Xu et al., 2013; Poltronieri et al., 2013; Yano et al., 2014;
Cioffi et al., 2015; Schneider et al., 2015; Maneechot et al., 2016, Traldi et al., 2016).

A familia Parodontidae compreende um grupo de peixes neotropicais dividido
em trés géneros: Parodon, Apareiodon e Saccodon (Pavanelli & Britski, 2003).
Apresentam um numero diploide conservado de 54 cromossomos, onde ocorrem
espécies sem cromossomos sexuais heteromorficos, espécies com proto cromossomos
sexuais, espécies com sistema de cromossomos sexuais ZZ/ZW e espécies com sistema
multiplo de cromossomos sexuais do tipo ZZ/ZW;W, (Moreira-Filho et al., 1980, 1993;
Schemberger et al., 2011, 2014).

Neste estudo foram mapeadas 16 sequéncias repetitivas de microssatélites em
cinco espécies da familia Parodontidae (Apareiodon piracicabae, Parodon nasus,
Apareiodon sp., Parodon hilarii e Apareiodon affinis) com objetivo de verificar o
acumulo de DNA repetitivo nos cromossomos e sua atuacdo na diferenciacao

cariotipica.

5.2.2. Material e Métodos
Preparacao do material

Cinco espécies da familia Parodontidae foram analisadas citogeneticamente: A.
piracicabae, P. nasus, Apareiodon sp. (populacdo rio Tibagi), P. hilarii e A. affinis

(Tabela 1). A captura das espécies na natureza esta em conformidade com a autorizacéo
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do Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade (Licenca permanente para
coleta de material zooldgico ICMBIo/SISBIO: 10538-1; 15117-1). Os procedimentos de
manuseio animal em pesquisa foram realizados em conformidade com o Comité de
Etica em Experimentacdo Animal (processo numero: 13/2014) da Universidade
Estadual de Ponta Grossa (Brasil). As preparagdes de cromossomos foram obtidas pelo
metodo de air-drying a partir de células renais (Bertollo et al., 1978) com modificacbes

(Blanco et al., 2012).

Preparacdo das sondas

Neste estudo foram utilizados os seguintes microssatélites: (GAC)10, (CGG);y,
(C)z0, (A)z0, (TAA)10, (GAA)10, (GAG)10, (GACA)4, (GA)15, (TA)15, (CA)15, (CO)1s,
(CAA)1, (CAC)10, (CAT)10, € (CAG)10. Estas sequéncias foram marcadas em sua
extremidade 5’ durante sua sintese (Sigma, St. Louis, MO, USA) e utilizados como

sondas no procedimento de hibridacéo in situ fluorescente (FISH).

FISH e anélise de microscopia

A hibridacdo in situ fluorescente (FISH) foi realizada em condicGes de
estrigéncia proxima a 77% (2.5 ng/pL de sonda, 50% formamida, 2xSSC e 10% sulfato
dextrano por 18 h a 37° C), de acordo com 0 metodo descrito por Pinkel et al. (1986). A
deteccdo do sinal de fluorescéncia foi realizada usando streptavidin Alexa Fluor 488
(Molecular Probes, Carlsbad, CA, USA). Os cromossomos foram contracorados com
0.2 ug mL* of 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) em meio de montagem
Vectashield (Vector, Burlingame, CA, USA).

As hibridizacdes foram analisadas em microscépio de epifluorescéncia Zeiss

Axio Imager A2 e Camera Zeiss Axio Cam MRm de Captura Monocromatica com
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sensor CCD e resolucgéo de 1.4 mega pixels acoplado ao software ZEISS pro 2011 (Carl
Zeiss®). As melhores metafases foram fotografadas e registradas. A analise da
verificagdo da reprodutibilidade do sinal de fluorescéncia foi realizada em cerca de 30

metafases para cada sonda/espécie, metodologia adotada para sondas multi-locos.

5.2.3. Resultados

As espécies estudadas apresentaram 2n = 54 cromossomos e quanto a presenga
de cromossomos sexuais heteromoérficos sdo classificadas: cromossomos sexuais
ausentes ou homomorficos (A. piracicabae), proto cromossomo sexual (P. nasus),
sistema de cromossomos sexuais heteromorficos do tipo ZZ/ZW (Apareiodon sp. e
Parodon hilarii); e sistema de cromossomos sexuais heteromorficos do tipo ZZ/ZW;,W,
(A. affinis).

A localizagdo cromossdmica por FISH dos microssatélites (GAC)1o, (CGG)1y,
(Cz, (A)zo e (TAA);p ndo apresentaram nenhuma marcagdo especifica nos
cromossomos das espécies analisadas (Figuras 1, 2, 3 e 5), exceto na espécie P. hilarii,
onde as sequéncias (CGG)i, (C)so, (A)zo €& (TAA)o apresentaram marcagdes no
cromossomo W e poucos sinais espalhados pelo cariotipo (Figura 4). J& o0s
microssatélites (GAA)1, (GAG)1, e (GACA), tiveram localizagdo dispersa nos
cromossomos de A. piracicabae, P. nasus e Apareiodon sp. (Figuras 1, 2 e 3),
marcacdes conspicuas no cromossomo W de P. hilarii (Figura 4) e no cromossomo Z de
A. affinis (Figura 5).

Os microssatélites (GA)1s, (TA)15, (CA)15, (CG)15, (CAA)10, (CAC)10, (CAT)10 €
(CAG)10 detém localizagdo cromossdémica predominantemente terminais/subterminais
em todas as espécies avaliadas (Figuras 1, 2, 3, 4 e 5). Em A. piracicabae também

exibiram sinais subterminais no par em que o DNA ribossomal 45S esta localizado
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(Figura 1). Estes mesmos microssatélites localizados nos cromossomos de Apareiodon
sp., além das marcas autossémicas dispersas, apresentaram um acimulo no cromossomo
W, nas regides pericentromérica e intersticiais, exceto (CAC)1o e (CAG)1o (Figura 3).
Em P. hilarii, apenas o microssatélite (GAC)1o ndo apresentou sinais consistentes no
cromossomo W. Todos 0s outros 15 microssatélites localizados in situ estdo distribuidos
no cromossomo W, sendo principalmente acumulados ao longo de todo o brago longo
(Figura 4). Em A. affinis, (GA)1s, (TA)15, (CA)15 € (CAA)10, apresentaram acimulos
terminais/subterminais nos autossomos e um maior acimulo no cromossomo Z, também
nas regides terminais (Figura 5). Ja os cromossomos W1/W, de A. affinis ndo detém

acumulos diferenciais destes microssatélites (figura 5).

5.2.4. Discussao

Os DNAs repetitivos tém sido amplamente aplicados como marcadores de
localizagdo fisica em cromossomos, para estudos comparativos de localizacdo de
rearranjos cromossdmicos, identificacdo e caracterizacdo de cromossomos sexuais e
andlise de evolucdo cromossdmica em peixes Neotropicais (Vicari et al., 2010; Terencio
et al., 2013; Scacchetti et al., 2015). Os SSR neste estudo demonstraram uma
localizagdo cromoss6mica relativamente semelhante nos autossomos das espécies A.
piracicabae, P. nasus, Apareiodon sp., Parodon hilarii e Apareiodon affinis. Esse
padrdo sugere que o acumulo de microssatélites nos genomas destas espécies é
compartilhado na histéria evolutiva do grupo, com poucas modificacdes, exceto aquelas
relativas aos cromossomos sexuais. Este padrdo de localizacdo corrobora a hipétese de
que cada grupo de organismos/espécies apresenta acumulo preferencial de SSR
especificos com uma distribuicdo cromossdmica caracteristica (To6th et al., 2000; Ruiz-

Ruano et al., 2015; Scacchetti et al., 2015).
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A regido cromossomica terminal/subterminal possui uma alta taxa de
modifica¢bes (Jain et al., 2010). Esta regido é tipicamente composta por diferentes
classes de DNA repetitivo, que podem ajudar a estabilizar a parte terminal dos
cromossomos, devido a possibilidade de amplificar estas sequéncias, mesmo na
auséncia da atividade telomerase (Jain et al., 2010; Torres et al., 2011). Neste estudo 0s
SSR (GA)1s, (TA)1s, (CA)15, (CG)15, (CAA)10, (CAC)10, (CAT)10 € (CAG);o tiveram
sinais predominantemente terminais/subterminais em todas as espécies analisadas, o que
sugere uma atuagdo na manutencdo das pontas cromossomicas. Para estes mesmos SSR,
no caso particular de A. piracicabae, foram observados sinais também na regido
subterminal do par cromossdmico portador do DNAr 45S. Este intenso acumulo de
microssatelites na regido adjacente ao DNAr 45S nesta espécie ajuda a explicar o
polimorfismo de tamanho desta regido cromossémica (Moreira-Filho et al., 1993;
Bellafronte et al., 2011). Entretanto, minissatélites e microssatélites sdo muitas vezes
localizados em regiGes eucromaticas de cromossomos (Kubat et al., 2008), sugerindo
que uma por¢do destas sequéncias desempenham um papel funcional no genoma
(Terencio et al., 2013). Em Parodontidae, a localizagdo fisica dos SSR mostraram
marcacdes correlacionadas as regides eucromaticas dispersas nos genomas.

Além da grande maioria de locos terminais para 0s microssatelites analisados, é
possivel notar que em Parodontidae, os demais acumulos microssatélites estdo em
regibes heterocromaticas intersticiais e, essencialmente nos cromossomos sexuais
diferenciados. Durante a origem e evolucdo dos cromossomos sexuais, 0 evento mais
provavel nas fases iniciais da diferenciacdo € o acumulo de sequéncias de DNA
repetitivo, antecedendo e atuando na degeneracdo genética, visdo apoiada por
Steinemann & Steinemann (2005) e confirmada em diversos grupos (Kubat et al., 2008;

Schemberger et al., 2011, 2014). Portanto, a reducdo da recombinacdo, o acimulo de
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sequéncias repetitivas e a heterocromatinizagdo, sdo processos que estdo interligados e
determinantes na diferenciacdo dos cromossomos sexuais (Poltronieri et al., 2013).

Os SSR que exibiram sinais nos cromossomos sexuais W de Apareiodon sp. e P.
hilarii coincidiram com as regiGes heterocromaticas destes cromossomos (Bellafronte et
al., 2011). Alguns estudos ja& mostraram maior acumulo de SSR nas regides
heterocromaticas dos cromossomos sexuais (Pokorna et al., 2011; Cioffi et al., 2012;
Poltronieri et al., 2013; Terencio et al., 2013; Nanda et al., 2014; Yano et al., 2014;
Ziemniczak et al., 2014; Scacchetti et al., 2015). Em Parodontidae é possivel notar que
0 acimulo de microssatélites nos cromossomos sexuais € mais intenso no cromossomo
W de P. hilarii. Esta espécie tem o maior cromossomo W entre os Parodontidae
avaliados, o qual é intensamente heterocromatico. Esse intenso acumulo de SSR no
cromossomo W corrobora a proposta de invasdo de DNAs repetitivos, essencialmente
elementos  transponiveis e microssatélites, na degeneracdo  genética e
heterocromatinizagdo do cromossomo sexual heteromorfico de Parodontidae
(Schemberger et al., 2014; Ziemniczak et al., 2014).

Ao comparar o acimulo de SSRs nos cromossomos W de Apareiodon sp. e P.
hilarii é possivel notar que Apareiodon sp. possui blocos menores localizados em
posicao proximal do braco longo, a qual ndo € visualizada no cromossomo Z e nos proto
cromossomos sexuais de P. nasus. Ja P. hilarii possui a expansdo e acimulo da maioria
dos SSRs analisados por toda a extensdo do braco longo. Este tipo de distribuicdo
cromossdmica, sem evidéncia de homologia destes sitios nos cromossomos Z,
demonstra que estes microssatélites ndo participaram do evento de inversdo paracéntrica
proposto para a origem dos cromossomos sexuais (Centofante et al., 2002; Vicente et
al., 2003; Schemberger et al., 2011), mas sim, atuaram na diferenciacao e erosdo génica

dos mesmos.
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Sequéncias repetitivas ja foram prospectadas e localizadas nos cromossomos
sexuais de Parodontidae (Vicente et al., 2003; Vicari et al., 2010; Schemberger et al.,
2011, 2014; Ziemniczak et al., 2014). Essas sequéncias repetitivas foram identificadas
como satelites, minissatélites, microssatelites e elementos transponiveis degenerados.
Em especial, é importante destacar que a regido especifica do cromossomo W (REW)
detém acimulo do microssatélite (GATA)nN, dos elementos transponiveis Tcl-Mariner e
Helitron e, do DNA satélite satlWP (Schemberger et al., 2014; Ziemniczak et al.,
2014). Neste estudo é demonstrado que inumeros outros microssatélites atuaram na
diferenciacdo genética e na histéria evolutiva do cromossomo W.

A distribuicdo de microssatélites nos cromossomos sexuais multiplos da espécie
A. affinis € menor quando comparados aos cromossomos W de Apareiodon sp. e P.
hilarii. Moreira-Filho et al., (1980) propuseram 0 sistema de cromossomos sexuais
multiplos ZZ/ZW;W, de A. affinis portando poucas regides heterocromaticas. Estes
autores discutiram a provavel interferéncia do excesso de heterocromatina no
emparelhamento meidtico dos cromossomos sexuais multiplos. O mapeamento de
DNAs repetitivos em Parodontidae (Schemberger et al., 2011, 2014, Ziemniczak et al.,
2014) tem demonstrado o pequeno acumulo de sequéncias repetitivas nos cromossomos
ZW;W, de A. affinis. Neste estudo, os SSR com maior acimulo nos cromossomos
sexuais de A. affinis foram as sequéncias (GA)1s, (CA)1s e (CAA)1. No entanto, estas
sequéncias evidenciaram provaveis sitios de homologia entre os cromossomos Z e W,
ou WS>, que poderiam facilitar ou atuar no emparelhamento meiotico.

Com os resultados obtidos do mapeamento cromossémico de SSR, foi possivel
inferir sobre uma intensa invasao e acumulo dessas sequéncias nas regides terminais dos

cromossomos de Parodontidae. Ainda, foi verificada a atuacdo dos SSR nas regifes de
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diferenciagdo dos cromossomos sexuais, promovendo a erosdo genética e

heterocromatinizagéo.
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5.2.7. Figuras e Tabelas

Tabela 1. Espécies estudadas e locais de amostragem. As espécies sdo mantidas no Museu de Zoologia
do Nucleo de Pesquisas em Limnologia, Ictiologia e Aquicultura da Universidade Estadual de Maringa

(NUPELIA) e no Museu de Zoologia da Universidade de Sdo Paulo (MZUSP).

. . N e N° N°
Espécies Rio/Estado Bacia Hidrografica 0 de g de Total
A. piracicabae  Rio Mogi-Guagu (SP) Alto Parana 12 12 24
P. nasus Rio Mogi-Guagu (SP) Alto Parana 10 10 20
Apareiodon sp.  Rio Sdo Jodo (PR) Alto Tibagi / Paranapanema / Alto 8 5 13
Parana
P. hilarii Rio Sdo Francisco (MG)  Sdo Francisco 12 19 31
A. affinis Rio Piracicaba (SP) Piracicaba / Tieté / Alto Parana 8 22 30
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(GAC)10 (CGG)10

(GAG)10 (GACA)a

(CAC)10

Figura 1. Metafases de exemplares fémeas de Apareiodon piracicabae hibridizadas
com diferentes microssatélites contendo oligonucleotideos marcados. Os cromossomos
foram contra corados com DAPI. As setas indicam o par portador do DNAr 18s. Barra =

10 pm.
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(GAC)10

(GAG)10 (GACA)a

(CAC)10 (CAT)10 (CAG)10

Figura 2. Metafases de exemplares fémeas de Parodon nasus hibridizadas com
diferentes microssatélites contendo oligonucleotideos marcados. Os cromossomos

foram contra corados com DAPI. Barra = 10 um.
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(GAC)10 (CGG)10

w.

(GAA)10 (GAG)10 3 (GACA)a

(CAC)10 (caT)10

Figura 3. Metafases de exemplares fémeas de Apareiodon sp. hibridizadas com
diferentes microssatélites contendo oligonucleotideos marcados. Os cromossomos
foram contra corados com DAPI. As setas indicam o cromossomo sexual W. Barra = 10

pm.
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(TAA)10 (GAG)10 (GACA)a

W

(CAC)10 (CAG)10

Figura 4. Metafases de exemplares fémeas de Parodon hilarii hibridizadas com
diferentes microssatélites contendo oligonucleotideos marcados. Os cromossomos
foram contra corados com DAPI. As setas indicam o cromossomo sexual W. Barra = 10

pm.
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(CGG)10

(GAG)10 (GACA)a

(CAA)10 (CAC)10

Z—

Figura 5. Metafases de exemplares fémeas de Apareiodon affinis hibridizadas com
diferentes microssatélites contendo oligonucleotideos marcados. Os cromossomos
foram contra corados com DAPI. As setas indicam 0s cromossomos sexuais Z,W; e W5.

Barra = 10 um.

88



5.3. Capitulo 3

Mapeamento cromossdmico das sequéncias de histonas H1, H3 e H4 em espécies de
Parodontidae (Actinopterygii: Characiformes)

Artigo em Preparacao
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Resumo

As histonas compdem uma familia génica de eucariotos de cinco proteinas basicas
altamente conservadas, servem para organizar 0 DNA na sua unidade fundamental, o
nucleossomo e, em conjunto com outras nucleoproteinas, na compactacdo maior da
estrutura da cromatina. Genes de histonas variantes orfaos funcionais e peseudogenes
também sdo conhecidos. Neste estudo, 0s DNA ribossomais 18S e 5S e as sequéncias
parciais das histonas H1, H3 e H4 foram determinadas e tiveram sua localizacéo
cromossdmica nas espécies Apareiodon ibitiensis, A. affinis, Apareiodon sp., P. hilarii,
P. nasus e A. piracicabae. Com os resultados, foi possivel determinar duas sequéncias
de H1 para Parodontidae, H1 parcial e H1+Erv, além das sequéncias parciais para 0s
genes H3 e H4. A localizacdo in situ destas sequéncias mostraram a sequéncia H1+Erv
dispersa pelos cromossomos das seis espécies avaliadas, enquanto H1 parcial, H3 e H4
foram localizadas em um ou dois loci principais. Os resultados demonstram o provavel
evento de transposicdo da H1 associado ao elemento retrotransponivel Erv, divergéncia
das sequéncias e, a origem de genes orfaos ou pseudogenes de H1 variantes. Os
resultados de localizacdo in situ das histonas também reforcam a ocorréncia de
inimeros rearranjos cromossdémicos em Parodontidae envolvendo sequéncias repetitivas
de DNA. Neste contexto, a determinacdo das cépias variantes de H1 em peixes
neotropicais necessita de estudo de validacdo e caracterizacdo para a determinacdo da
estrutura molecular dos genes histonicos e, a associacdo da sua regulacdo da expressao
génica no desenvolvimento e localizagdo cromossémica.

Palavras-chave: histonas, hibridacdo in situ fluorescente, elemento retrotransponivel

Erv, rearranjos cromossdmicos.
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Abstract

The histones are included in a gene family of eukaryotes, composed by five essential
proteins highly conserved. These proteins organize the DNA in its fundamental unity,
the nucleosome and, along with other nucleoproteins, in a higher compaction of
chromatin strucutre. Variants of functional histone genes and peseudogenes are also
known. In this study, 18S and 5S ribosomal DNA and partial sequences of histones H1,
H3 and H4 were determined and chromosome mapped in the species Apareiodon
ibitiensis, A. affinis, Apareiodon sp., Parodon hilarii, P. nasus and A. piracicabae. The
result analysis allowed the determination of two sequences of H1 for Parodontidae,
partial H1 and H1+ERV, besides partial sequences of H3 and H4 genes. The in situ
localization evidenced H1+ERYV dispersed over chromosomes of the six species studied,
while partial H1, H3 and H4 were evidenced in one ore two main loci. The results
suggest a possible transposition event involving the sequence H1 and retrotransposable
element ERV, divergence of sequences and, the raise of orphan genes or pseudogenes of
H1 variants. The results of in situ localization of histones also reinforce the occurrence
of a significant number of chromosomal rearrangements in Parodontidae, involving
repeated DNA sequences. In this context, the determination of the H1 variant copies in
neotropical fishes require more validation and description researches, involving
molecular structure determination of histone genes and, the association of regulation of
these genes expression in the development and chromosomal localization.

Keywords: histones, fluorescence in situ hybridization, retrotransposable element Erv,

chromosomal rearrangements.
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5.3.1. Introducéo

As histonas sdo genes exclusivos dos eucariotos e suas proteinas estdo
envolvidas no empacotamento do DNA em nucleossomos e também em eventos de
modificacdo da cromatina e controle da expressdo génica (Eirin-Lopez et al., 2004).
Existem cinco classes de histonas que podem ser classificadas em dois grupos
principais: nucleares (H2A, H2B, H3, H4) e histona ligante (H1) (Simpson, 1978), além
de genes de histonas variantes (Shimada et al., 1981).

Os genes das histonas constituem uma familia multigénica com um ndmero
variavel de copias agrupadas in tandem em uma ou mais regiées cromossémicas, ou, em
alguns casos, estdo espalhados individualmente sobre o genoma como cluster, como
genes “Orfaos” funcionais ou, pseudogenes (Childs et al., 1981; Hankeln & Schmidt,
1993). A organizacao tipica da familia génica das histonas € no quinteto H2A, H2B, H3,
H4 e H1 (Schienman et al., 1998). Contudo, a organizacao do cluster H2A, H2B, H3 e
H4, outros tipos de clusterizacdes e diversos tipos de ordenamento dos genes de
histonas ja foram relatados para inimeros genomas (Heintz et al., 1981; Hentschel &
Birnstiel, 1981; Nagel & Grossbach, 2000; Braastad et al., 2004; Nagoda et al., 2005;
Roehrdanz et al., 2010).

Genes de histonas organizados em repeti¢des in tandem, diferem daqueles que
ocorrem dispersos quanto a temporalidade da expressdo génica em um mesmo genoma
(Childs et al., 1982). A expressao génica temporal de variantes de histonas H3 e H4
(Childs et al., 1982) e de variantes da H1 (Destrée et al., 1979; Molgaard et al., 1980) é
descrita para ser tardia no desenvolvimento. Em alguns organismos, a variante da H1
apresenta expressao tardia durante a etapa final da diferenciacao de tecidos especificos,
tais como células eritroides e na espermatogénese (Destrée et al., 1979; Molgaard et al.,

1980; Hajkova et al., 2008).
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Quanto a distribuicdo das histonas nos genomas, devido a organizagdo das
familias multigénicas em “cluster”, elas se tornam importantes como marcadores
cromossdmicos para anélise de evolugdo cariotipica, estrutura gendmica e da origem e
evolucdo de cromossomos B em animais (Oliveira et al., 2011). Embora a familia
multigénica das histonas possa ser considerada um excelente modelo para estudos de
mapeamento de cromossomos, genes de histonas foram mapeados por hibridacéo in situ
em poucos organismos, como em mexilhdo (Eirin-L6pez et al., 2002; Eirin-Lopez et al.,
2004; Pérez-Garcia et al., 2014), besouro (Cabral-de-Mello et al., 2010), gafanhoto
(Cabrero et al., 2009; Oliveira et al., 2011), mariscos (Garcia-Souto et al., 2015) e
pulgdo (Novotna et al., 2011). Em peixes sdo poucos 0s estudos da organizacdo e
distribuicdo de genes das histonas dentro dos seus genomas (Hashimoto et al., 2012;
Pendas et al., 1994; Hashimoto et al., 2011; Lima-Filho et al., 2012; Pansonato-Alves et
al., 2013a; Pansonato-Alves et al., 2013b; Silva et al., 2013; Costa et al., 2014).

Neste contexto, o objetivo deste estudo foi estabelecer a localizacdo fisica da
familia multigénica histénica usando sequéncias H1, H3 e H4, e também dos DNAr 5S
e 18S em seis espécies da familia Parodontidae (Apareiodon ibitiensis, Apareiodon
affinis, Apareiodon sp., Parodon hilarii, Parodon nasus e Apareiodon piracicabae). As
andlises visam localizar a distribuicdo das sequéncias histonicas e dos DNA ribossomais
18S e 5S nos genomas dessas espécies, além de propiciar a compreensao dos processos

de diferenciacdo e evolucdo cariotipica na familia Parodontidae.

5.3.2. Material e Métodos
Espécies analisadas e preparacdo do material

Seis espécies da familia Parodontidae foram analisadas: A. ibitiensis, A. affinis,

Apareiodon sp., P. hilarii, P. nasus e A. piracicabae (Tabela 1). A captura das espécies
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na natureza estd em conformidade com a autorizacdo do Instituto Chico Mendes de
Conservacdo da Biodiversidade (Licenca permanente para coleta de material zool6gico
ICMBIo/SISBIO: 15117-1; 10538-1). Os procedimentos de manuseio animal em
pesquisa foram realizados em conformidade com o Comité de Etica em Experimentagao
Animal (processo niumero: 13/2014) da Universidade Estadual de Ponta Grossa (Brasil).
As preparagdes de cromossomos foram obtidas pelo método de air-drying a partir de

células renais (Bertollo et al., 1978) com modifica¢des (Blanco et al., 2012).

Metodologias Moleculares

A extracdo de DNA gendmico foi realizada a partir do figado da espécie
Apareiodon sp., utilizando o protocolo adaptado de Doyle e Doyle (1990). Foram
amplificadas por PCR duas sequéncias da histona H1, uma utilizando os primers H1F
(5>-ATGGCAGAARYCGCMCCAGC-3’) e HIR (5’-TACTTCTTCTTGGGSGCTGC-
3’) (Hashimoto et al, 2011) e outra utilizando os primers HIPFw 5°-
GTCTCGCAGTCCAAGGAGAG — 3’ e HIPRv 5’- GGTGCCTTTGGTCTGCAC - 3’
desenhados neste estudo a partir da sequéncia obtida de Parodontidae. A sequéncia da
histona  H3 foi  amplificada a  partir dos  primers H3F  (5’-
ATGGCTCGTACCAAGCAGACVGC-37) e H3R (5°-
ATATCCTTRGGCATRATRGTGAC-3’) (Colgan et al., 1998) e para a sequéncia da
histona H4 foram utilizados 0s primers H4F2s (5°-
TSCGIGAYAACATYCAGGGIATCAC-3’) e H4F2er (5°-
CKYTTIAGIGCRTAIACCACRTCCAT-3") (Pineau et al., 2005). As reagdes de
amplificacdo das histonas foram compostas por 100-200 ng de DNA genémico, 0,2uM
de cada primer, 0,16 mM de dNTPs, 1U de Tag DNA polimerase (Invitrogen®), 1,5mM

de cloreto de magnésio, 1x tampao da reacdo (200 mM Tris, pH 8.4, 500 mM KCI). O

94



programa da reacdo de amplificacdo consistiu de desnaturagéo inicial por 5 min a 95 °C,
30 ciclos de 95 °C por 30 s, 52 °C por 45s, 72 °C por 1 min e 20 s e, extensdo final a 72
°C por 7 min. Os produtos da PCR foram analisados em gel de agarose 1%, purificados
pelo Kit Illustra GFX PCR DNA and GelBand Purification (GE Healthcare). As
sequéncias foram submetidas ao sequenciamento nucleotidico utilizando o equipamento
ABI-Prism 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems).

As sequéncias obtidas foram analisadas usando o BIOEDIT 5.0.9 (Hall, 1999) e
posteriormente submetidas a uma analise de identidade utilizando os bancos de dados
BLAST (http://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi) e CENSOR

(www.girinst.org/censor/index.php) e submetidas a alinhamentos por similaridade no

software on-line MultAlin (Corpet, 1988).

Preparacdo das sondas

Neste estudo, juntamente com as sequéncias de histonas, as sequéncias de DNAr
18S e DNAr 5S foram utilizadas como sondas para localizacdo cromossdmica. A
sequéncia do DNAr18S foi obtida por PCR a partir do DNA nuclear da espécie de peixe
Prochilodus argenteus (Hatanaka e Galetti Jr. 2004), e a sequéncia de DNAr 5S foi
obtida a partir da espécie de peixe Leporinus elongatus (Martins e Galetti Jr. 1999).

Os produtos de PCR de DNAr 5S e H3 foram sintetizados como sondas por PCR
utilizando o nucleotideo marcado dUTP Alexa Fluor 594 (Life Technologies). As duas
sequéncias H1 obtidas foram marcados através da incorporacdo do nucleotideo
digoxigenina 11 dUTP (Roche Applied Science) e, por sua vez, a sequéncia H4 foi
marcada com biotina 16 dUTP (Roche Applied Science). As reacdes de PCR para
incorporacgdes de nucleotideos marcadores foi realizada com 20 ng de DNA molde, 1x

Tampao, 40 uM dATP, dGTP e dCTP, 28 uM dTTP, 12 uM do nucleotideo marcador, 2
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mM MgCl; e 0.05 U/ul de Taq DNA polimerase. O DNAr 18S foi biotinilado usando o

kit BioNick™ Labeling System (Invitrogen) seguindo as instrucdes do fabricante.

FISH e anélise de microscopia

A hibridacdo in situ fluorescente (FISH) foi realizada em condi¢Ges de
estrigéncia proxima a 77% (2.5 ng/pL de sonda, 50% formamida, 2xSSC e 10% sulfato
dextrano por 18 ha 37° C), de acordo com o método descrito por Pinkel et al. (1986). A
deteccdo do sinal de fluorescéncia para sondas biotiniladas foi realizada usando
streptavidin Alexa Fluor 488 (Molecular Probes, Carlsbad, CA, USA) e para sondas
com digoxigenina foi utilizado o composto anti digoxigenina rodamina (Roche Applied
Science). Os cromossomos foram contracorados com 0.2 ug mL™ of 4’,6-diamidino-2-
phenylindole (DAPI) em meio de montagem Vectashield (Vector, Burlingame, CA,
USA).

As hibridizacdes foram analisadas em microscépio de epifluorescéncia Zeiss
Axio Imager A2 e Camera Zeiss Axio Cam MRm de Captura Monocromética com
sensor CCD e resolucédo de 1.4 mega pixels acoplado ao software ZEISS pro 2011 (Carl
Zeiss®).

As imagens foram selecionadas para organizar 0s cariotipos, onde o0s
cromossomos foram recortados usando o software Adobe Photoshop, versdo CS6, e
organizados em pares de homdlogos em classes e ordem decrescente de tamanho. Os
cromossomos foram classificados em metacéntricos (m), submetacéntricos (sm) e

subtelocéntricos (st) de acordo com Levan et al. (1964).
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5.3.3. Resultados

Os resultados do sequenciamento nucleotidico retornaram sequéncias de 548 pb
e 247 pb para os produtos de amplificacdo dos dois conjuntos de primers para a H1
(Figura 1A). A sequéncia de H1 de 548 pb, aqui denominada de H1+ERV, apresentou
identidade média de 88% na base de dados Blastn com H1 de diversas espécies de
peixes, tais como: Astyanax altiparanae, A. paranae, A. bockmanni. Na base de dados
Censor, a mesma sequéncia, além de retornar identidade com a H1, também apresentou
similaridade em um segmento interno (256 — 459 pb) com parte do elemento
transponivel (TE) ERV1-2 FCa-l (Figura 1A). Por sua vez, a sequéncia H1 de 247 pb,
aqui denominada de H1 parcial, representa a parte inicial da sequéncia anterior (100%
de identidade) e ndo contém a parte da sequéncia H1 que detém similaridade com o TE
ERV1-2 FCa-1 (Figura 1A).

O resultado do sequenciamento nucleotidico da H3 retornou 318 pb, os quais
apresentaram identidade média de 92% com H3 de Astyanax fasciatus, A. paranae, e A.
bockmanni, (Figura 1B). J&, o sequenciamento da H4 retornou 431 pb, com identidade
média de 90% com sequéncias parciais do gene H4 de Astyanax mexicanus, Salmo
salar, Poecilia latipinna, entre outros (Figura 1C). Todas as sequéncias nucleotidicas
serdo depositadas na base de dados GeneBank por ocasido de publicacéo do artigo.

A FISH com a sonda da histona H1+ERV revelou pequenos sitios dispersos pelo
cariotipo em todas as espécies analisadas, incluindo sitios dispersos também pelos
cromossomos portadores dos sitios H3 e H4 (Figura 2). A FISH com sondas dos DNAr
18S e 5S de Parodontidae (Figura 3), demonstraram a mesma localizacdo descrita para
as especies no estudo feito por Bellafronte et al. (2011), e foram utilizadas neste estudo

para a verificacdo de ocorréncia de sitios sinténicos as histonas. Em A. ibitiensis, A.
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affinis e Apareiodon sp., a FISH com as sondas das histonas H1 parcial, H3 e H4
mostraram cluster no par cromossdmico 12, na regido distal do brago curto (Figura 3A,
B e C). Ja na espécie P. hilarii as histonas H1 parcial, H3 e H4 marcaram no brago curto
do par 23 (Figura 3 D). Em P. nasus, dois pares apresentaram marcacgdes das histonas
H1 parcial, H3 e H4, os pares 18 e 26, sendo que no par 18 os sinais foram no braco
longo, e no par 26 no braco curto (Figura 3 E). Na espécie A. piracicabae foi observado
sinais em duas regides do par subtelocéntrico 27, no bragco curto e na regido
pericentromérica do bragco longo. Neste par também estd localizado o DNAr 18S na

regido distal do braco longo (Figura 3 F).

5.3.4. Discussao

A organizacgéo do cluster e a distribuicdo das histonas em unidades de repeticoes
in tandem ou em clusters dispersos e, a presenca de genes 6rfaos de histonas é variavel
nos genomas (Heintz et al., 1981; Braastad et al., 2004; Roehrdanz et al., 2010). Neste
estudo, a localizacdo das histonas H1, H3 e H4 demonstraram a ocorréncia de um
cluster principal de repeticdo in tandem. A presenca deste cluster principal pode ser
determinada pelas sequéncias H1 parcial, H3 e H4 colocalizadas nos cromossomos de
Parodontidae. Contudo, a localizagdo cromossémica da sequéncia H1+ERV demonstrou
inimeros sitios dispersos nos cromossomos das espécies analisadas.

Elementos transponiveis ou partes destes sd80 comumente encontrados em
familias génicas de DNAr (da Silva et al., 2011; Rebordinos et al., 2013; Symonova et
al., 2013). Para as histonas, a presenca de genes Orfdos foi associada a elementos
transponiveis devido sua possibilidade de saltar nos genomas (Childs et al., 1981) e,
estes genes Orfdos transpostos estariam livres para divergir em sequéncias e na

temporalidade da expressdo. Em Chrionomus um gene érfao variante da H1 resultou da
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translocacdo e considerdvel divergéncia da sequéncia H1 (Hankeln & Schmidt, 1993).
Em Parodontidae, a localizacdo da sequéncia H1+ERV ¢ dispersa pelo genoma e pode
ser consequéncia de inimeras retrotransposi¢des na linhagem evolutiva associada ao
elemento retrotransponivel (RTE) da classe ERV. Estas inimeras cdpias nos genomas
podem ter gerado inimeros sitios pseudogenes H1, e grande quantidade dos sinais de
hibridacdo visualizados podem ser resultado da identidade da sonda para o0 RTE. No
entanto, a possibilidade de genes 6rfdos H1 funcionais espalhados pelos genomas aqui
estudados ndo pode ser descartada. A expressdo de H1 variantes nos genomas é dita
para ser tardia e sob regulacdo tecido especifica no desenvolvimento (Destrée et al.,
1979; Molgaard et al., 1980; Hajkova et al., 2008). A identificacdo de genes H1 orfaos
funcionais no genoma de Parodontidae gera a possibilidade da avaliacdo da
temporalidade da expressdo génica das coOpias variantes associada a localizagédo
cromossomica.

Estudos sobre a localizacdo cromossdmica de histonas mostram que, em geral,
estas sequéncias apresentam localizacdo cromossdmica conservada em organismos
relacionados, como observado nas espécies de gafanhotos (Cabrero et al., 2009),
crustaceos (Barzotti et al., 2000) e peixes (Pendas et al., 1994; Hashimoto et al., 2011;
Pansonato-Alves et al., 2013a; Pansonato-Alves et al., 2013b). No entanto, a histona H3
apresentou localizacdo cromossémica conservada em Hypostomus strigaticeps e H.
nigromaculatus, mas ndo em H. ancistroides (Pansonato-Alves et al., 2013a). No
presente estudo, o cluster histdnico detém localizacdo cromossémica conservada nas
espécies A. ibitiensis, A. affinis e Apareiodon sp., e loci cromossémicos diferentes para
as espécies P. hilarii, P. nasus e A. piracicabae.

Contrario a aparente conservacao cromossdmica, a localizacdo cromossémica de

sequéncias repetitivas tem demonstrado indmeros rearranjos cromossémicos em
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espécies de Parodontidae (Vicente et al., 2003; Bellafronte et al., 2011; Schemberger et
al., 2011, 2014; Ziemniczak et al., 2014). O par cromossdmico subtelocéntrico 27 da
espécie A. piracicabae mostrou sitios cromossémicos de histonas duplicados, além do
DNAr 18S, em sitios cromossdmicos independentes. Em P. nasus e A. piracicabae
foram detectados dois clusters histonicos, sendo que em P. nasus os clusters estdo em
cromossomos diferentes. A localizagdo cromossdmica diferenciada do cluster histonico
nas espécies P. hilarii, P. nasus e A. piracicabae, demonstram a ocorréncia de
rearranjos do tipo transposicdo e translocacdo em Parodontidae, ndo detectados por
meio das andlises cariotipicas convencionais. Todos estes dados sugerem, que 0
controle da disseminacdo dessas familias multigénicas em um grupo de organismos,
depende de uma combinacdo de forcas evolutivas que operam de forma diferente em
funcdo da familia multigénica especifica, e do grupo de espécies em questdo (Garcia-
Souto et al., 2015).

Sitios cromossdmicos da histona H1 e do DNAr 18S ja foram detectados
sinténicos e colocalizados em um hibrido entre as espécies Pseudoplatystoma
corruscans e Pseudoplatystoma reticulatum (Hashimoto et al., 2012). Do ponto de vista
estrutural, clusters detentores de familias génicas de DNAr associadas a familias génicas
histbnicas sdo descritos por ndo apresentar vantagem funcional, uma vez que sdo genes
transcritos por diferentes polimerases (Hashimoto et al., 2012). Costa et al. (2014)
realizaram a hibridacdo in situ e verificaram a colocalizacdo de cinco sequéncias
pertencentes as familias multigénicas (DNAr 18S, DNAr 5S, H2B, H2A e H3) na
espécie Rachycentron canadum. A associacdo de H1 e DNAr 5S foi descrito em
espécies de Astyanax (Hashimoto et al., 2011), em Astyanax fasciatus (Pansonato-Alves
et al., 2013b) e populacdes de Bathygobius soporator (Lima-Filho et al., 2012). O

mapeamento cromossdémico das histonas H1, H3 e H4 também foi realizado na espécie
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Astyanax bockmanni, onde encontraram sintenia das histonas e do DNAr 5S no par
cromossémico 2 (Silva et al., 2013). Em algumas espécies de invertebrados, estudos
tém demonstrado uma associagdo comum de genes de histonas e ribossomais (Andrews
et al., 1987; Cabrero et al., 2009; Roehrdanz et al., 2010; Novotné et al., 2011; Cabral-
de-Mello et al., 2011; Mandrioli & Manicardi, 2013).

A relacdo de clusters cromossdmicos portando sitios de DNAr e histonas
colocalizados atrelada a um prejuizo transcricional requer cuidados. Apesar da
colocalizacdo, os sitios podem estar adjacentes na fibra cromatinica (de Barros et al.,
2011) ou, mesmo que intercalares (Roehrdanz et al., 2010), funcionam corretamente.
Roehrdanz et al. (2010) demonstraram a organizagdo do cluster histonico em insetos e,
em alguns casos, 0s genes adjacentes estdo em direcOes opostas, fato que poderia
auxiliar a montagem de sua maquinaria transcricional.

Neste contexto, o sequenciamento de DNA e a hibridacgéo in situ de histonas H1
parcial, H1+ERV, H3 e H4 abordam uma visdo integrada entre a localizacao
cromossdmica e a possibilidade de genes 6rfaos variantes no genoma de Parodontidae.
A confirmagdo das sequéncias variantes para a H1, a organizacdo dos clusters e, a
confirmacdo da localizacdo cromossémica atrelados aos dados das bibliotecas
genémicas de Apareiodon sp., devem auxiliar no entendimento da estrutura e funcéo

destes genes em peixes neotropicais.
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5.3.7. Figuras e Tabelas

Tabela 1. Espécies estudadas e locais de amostragem. As espécies sdo mantidas no Museu de Zoologia
do Nucleo de Pesquisas em Limnologia, Ictiologia e Aquicultura da Universidade Estadual de Maringa

(NUPELIA) e no Museu de Zoologia da Universidade de Sdo Paulo (MZUSP).

Espécies Rio/Estado Bacia Hidrogréafica g de g de Total
A. piracicabae  Rio Mogi-Guagu, SP Alto Parana 12 12 24
P. nasus Rio Mogi-Guacgu, SP Alto Parana 10 10 20
Apareiodon sp.  Rio Laranjinha, PR Alto Cinzas / Paranapanema/ 9 10 19
Alto Parana
P. hilarii Rio Sdo Francisco, MG  S&o Francisco 12 19 31
A. affinis Rio Piracicaba, SP Piracicaba / Tieté / Alto Parana 10 8 18
A. ibitiensis Rio Passa Cinco, SP Alto Parana 9 7 16

110



(@)

H1+ERY_fApareiodon  GARGCTCC CGCSGCCCGGLCC AGGCCCCAGCGTCGGCGAGCTCATCGTGARGGCCGTCTCGCAGTCC GGCGTGTCTCTCGCGGCCCTC C
H1_A_altiparanae CRAGGCCCCCARGRRGARGGCAGTCGCCCGCCCCARGAAGGCCGGCCCCAGCGTCGGCGAGCTTATCGTCARGGCCGTCTCGGCATCCARGGAGAGGAGCGGCGTGTCTCTCGCCGCCCTGARGARAGCC
H1_A_paranae CAAGGCCCCCARGARGARGGCGGCCGCCCGCCCCARGARGGCCGGCCCCAGCGTCGGCGAGATGATCGTCARGGCCGTCTCGGCATCCARGGAGAGGAGCGGCGTGTCTCTCGCCGCCCTGARGAARGCC

H1_A. i CAAGGCCCCCARGAAGAAGGCGGCCGCCCGCCCCARGARGGCCGGCCCCAGCGTCGGCGAGATGATCGTCARGGCCGTCTCGGCATCCARGGAGAGGAGCGGCGTGTCTCTCGCCGCCCTGAAGARAGCE
Hl_parcial_fpareiodo  GAAGCTCC ~~GGCCGCSGCCCGGCCCARGARGGCAGGCCCCAGCGTCGGCGAGCTCATCGTGAAGGCCGTCTCGCAGTCCARGGAGAGGAGCGGCGTGTCTCTCGCGGCCCTCARGARRGCC
Consensus .gRaGCLCCgARGARG., .GGCcGesGCCCGECCC aGGCCCCAGCGTCGGCGAGCTCATCGTgARGGCCGTCTCGeagTCC GGCGTGTCTCTCGCgGCCCTCARGAARGCC
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H1+ERV_fpareiodon CTCGCGGCCGGCGGATACGACGTGGAGARGARCARCTCGCGTGTCARGATCGCCGTCARGAGCCTCGTGACCARGGGCACCCTGGTGCAGACCARAGGCACCGGCGCGTCGGGCTCCTTCARGCTCARCA
Hi_A_altiparanae CTGGCTGCCGGCGGCTACGACGTGGAGARGARCARCTCTCGCGTTARGATCGCCGTCAAGAGCCTCGTCACCARGGGCACCCTGGTGCAGACCARAGGCACCGGCGCGTCGGGCTCTTTCARGCTCAACA
H1_A_paranae CTGGCTGCCGGCGGCTACGACGTGGAGAAGARCARCTCTCGCGTTARGATCGCCGTCAAGAGCCTCGTCACCARGGGCACCCTGGTGCAGACCARRGGCACCGGCGCGTCGGGCTCTTTCARGCTCAACA
H1_A_bocknanni CTGGCTGCCGGCGGCTACGACGTGGAGARGAACARCTCTCGCGTTARGATCGCCGTCAAGAGCCTCGTCACCARGGGCACCCTGGTGCAGACCARAGGCACCGGCGCGTCGGGCTCTTTCARGCTCAACA

Hi_parcial_fApareiodo CTCGCGGCCGGCGGATACGACGTGGAGARGARCAACTCGCGTGTCARGATCGCCGTCARGAGCCTCGTGACCARGGGCACCCTGGTGCAGACCARAGGCACCGGCGCGTCGGGCTCCTTC
Consensus CTcGCgGCCGGCGGaTACGACGTGGAGARGARCARCTCgCGLGTCARGATCGCCGTCARGAGCCTCGTEACCARGGGCACCCTGGTGCAGACCARAGGCACCGGCGCGTCGGGCTCcTTCaagetcaaca
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1
H1+ERY_fpareiodon HGRRECﬁﬁﬁttERRHCCRRGRCGHHGECCBCCGEGRRGHHGGCGGCRCCCHRECCCRRERRGECEGECG(IRHGRRGCCCGTCGECGCTHRGRRGCCEHEGHREETGGCRGCCHHGRRGCCCGCCTEEGC

H1_A_altiparanae AGAAGCAGGCCGAGGCCARGARGAAGCCGGCC---ARGARGGCTGCTCCCAARGCCARGARGCCCGCCGCCARGARACCGGCTGCCGCGARGARGCCCARGARGGTAGCGGCCARGAAGCCCGCCGCGGL
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H1_A_paranae CAAGAAGTCTCCCAARARGGCCAAGARACCGGCAGCGGCCGCGARGARGGCARCCARGAGCCCC
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H3_A_fasciatus CGTCGCTCTGAGGGAGATCCGTCGCTACCAGARATCCACTGAGCTGCTGATCCGCARGCTGCCCTTCCAGCRCCTGGTGCGTGAGATCGCTCAGGACTTCARGACCGATCTGCGCTTCCAGAGCTCCGLD
_A_paranae CGTCGCTCTGAGGGAGATCCGTCGECTACCAGARATCCACTGAGCTGCTGATCCGCARGCTGCCCTTCCAGCGCCTGETGCETGAGATCGC TCAGGACTTCARGACCGATCTGCGCTTCCAGAGCTCCGCC
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H4_A_nexicanus CCGAGGACTCCGTGCGAGAATGTCCGGCCGAGGGARAGGCGGTAAGEGGLTGEGGAAGGGAGGCGCTARGCGGCACCGGARAGTGCTCCGCGATARCATCCAGGGTATCACCARGCCGGCCATCCGCLRT
H4_P_latipinna ARCGATACCACCATGAGCGGCAGAGGARRAGEAGECARAGGACT CGGTARAGGAGGCGCCARGCGTCACCGTARGGTTCTCCGTGATARCATCCAGGGARTCACCARGCCCGCTATTCGTCGE

H4_S_salar ATGTCTGGAAGAGGCARAGGCGGCARGEGACT GGGARARGGAGGCGCCARGCGTCACCGCARGGT TCTCCGCGATAACATCCAGGGAATCACCARGCCCGCTATCCGCCGT
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H4_Rpareiodon CTGGCCCGCCGTGGTGGCGTCARGCGTATCTCCGGGCTGATCTAC CCGCGGTGTGCTCAAGGTGT TCT TGGAGARCGTGATCAGAGACGCGGT CACCTACACCGAGCACGCCARGAGGARGA
HA_A_nexicanus CTGGCTCGCCGCGGCGGCGTCAAGCGTATCTCCGGGCTGATCTACGAGGAGACCCGCGGCGTGCTGAAGGTGTTTCTGGAGAACGTGATCCGCGACGCCGTCACCTACACCGAGCACGCCAAGAGAARGA
H4_P_latipinna CTGGCTCGCCGTGGTGGGGTCARGCGTATCTCCGGTCTCATCTACGAGGAGACCCGCGRTGTGCTCARGGTCTTCCTGGAGARCGTCATCCGTGACGCCHTCACCTACACCGAGCACGCCARGAGGARGA
H4_S_salar CTGGCTCGCCGTGGCGGCGTGARGCGTATCTCCGGGCTGATCTACGAGGAGACCCGCGETGTCCTGAAGGTET TCCTGGAGARCGTGATCCGTGACGCCGTCACCTACACCGAGCACGCCARGAGAARGA
Cy CTGGCECGCCEE cAAGCGTATCTCCGGECTgATCTACGAGGAGACCCGLGGEGTCTgRAAGGT T Tec TGGAGARCGTgATC Gt GACGCcGT CACCTACACCGAGCACGCCARGAGaARGA

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 3'.]?

I
Hd_Apareiedon CCGTCACCGCCATGGACGTGETGTACGCCCTGARACGTCAGGGCCGCACACTGTACGECT TCAGCGGCTARA-CGARCCCGGACCEGCACCCTCACCCCCTCCCCCACTCTCCARACTCARAGGCTCTTT
HA_A_nexicanus CCGTCACCGCTATGGATGTGGTGTACGCCCTGARGCGCCAGGGCCGCACGCTETACGGCT TCGGTGGCTARRGCTCTCCCGGACC---TCCCGCTGAACC--CGARACTCARCTARR-CARAGGCTCTTT
H4_P_lat.ipinna CCGTCACCGCCATGGACGTGGTGTACGCTCTCARGAGGCAGGGCCGCACTCTGTACGGCT TCGGAGGT TRRARCTGCTCC: -GTCATATTGAC- ‘ARCI -ACGGTCCTTT
H4_S_salar CTGTCACGGCTATGGACGTCGTCTACGCCTTGAAACGCCAGGGCCGCACACTGTACGGLTTTGGTGGTTAG
Consensus CcGTCACCGCLATGGACGTghTgTACGLceTgARacGeCAGGGLCGLACACTETACGGCTTCGOLGGLTAGA, 0y sCCrnrrrraressCoransnsCarsnsssdesCosCoide,, @B, CLLL
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H4_Apareiodon TARGGGCCGCCCACGTGATCTGTARAGGAGCACAGCCCARRTATCTG
HA_A_nexnicanus TARGGGCCGCCCTCATRAATCTGTARARGAGCARAATCCAGCATATAGAGATCACAGGGAAGCTTCCCTCTGTGCCTTATGTTTAACGGTAGGCTTTTCARCAGCTTTAATARTARARACA
H4J’ﬁ5§ipi2na TARGGGCCACACACA
_salar
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Figura 1. Alinhamentos das sequéncias de histonas obtidas neste estudo a partir do
DNA genémico de Apareiodon sp. com sequéncias de outras espécies de peixes. Em (a)
alinhamento de H1+ERV e H1 parcial das espécies Apareiodon sp., Astyanax
altiparanae, A. paranae e A. bockmanni. Em amarelo estd destacada a regido de
identidade com o RTE ERV. Em (b) alinhamento da H3 parcial de Apareiodon sp.,
Astyanax fasciatus, A. paranae e A. bockmanni. Em (c) alinhamento da H4 parcial de
Apareiodon sp., Astyanax mexicanus, Poecilia latipinna e Salmo salar.
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Apareiodon ibitiensis Apareiodon affinis Apareiodon sp.
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Figura 2. Carittipos das espécies de Parodontidae submetidas a FISH com sondas de histonas HI+ERV (com o elemento transponivel ERV1-2
FCa-I) (sinais vermelhos), H3 (sinal lilas) e H4 (sinal verde). Os cromossomos em destaque mostram os sitios das trés sequéncias separadamente.
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Figura 3. Caridtipos das espécies de Parodontidae submetidas a FISH com sondas de histonas H1 parcial (sem o elemento transponivel ERV1-2
FCa-l) (sinal vermelho), H3 (sinal lilas) e H4 (sinal verde). Os cromossomos no destaque vermelho mostram os sitios das trés sequéncias
separadamente. Os cromossomos no destaque branco evidenciam os cromossomos portadores do DNAr 18S (sinal verde) e DNAr 5S (sinal lilas).
Em A, piracicabae (F), o par 27 além dos sitios das  histonas também  possui o DNAr  18S.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

O estudo com a localizagdo in situ das expansdes (GATA)n e (TTAGGG)n
demonstraram que Parodontidae apresenta uma diversificagdo cromossomica associada
ao movimento de sequéncias repetitivas no genoma. Estes dados, quando comparados
com a literatura, fornecem evidéncias indiretas de que a repeticdo (GATA)n esta
associada com modificagdes da cromatina no cromossomo W de Parodontidae, que
pode estar relacionado com o controle de expressdo de genes e determinacao sexual.

Com os resultados obtidos do mapeamento cromossdmico de 16 microssatélites,
foi possivel inferir sobre uma intensa invaséo e acimulo dessas sequéncias nas regides
terminais dos cromossomos de Parodontidae. Ainda, foi verificada a atuacdo destes
microssatelites nas regides de diferenciacdo dos cromossomos sexuais, promovendo a

erosdo genética e heterocromanizagéo.

O sequenciamento de DNA e a hibridacdo in situ de histonas H1 parcial,
H1+ERV, H3 e H4 abordam uma visdo integrada entre a localizagcdo cromossémica e a
possibilidade de genes d6rfdos variantes no genoma de Parodontidae. A confirmacéo das
sequéncias variantes para a H1, a organizacdo dos clusters e, a confirmagdo da
localizagdo cromoss6mica atrelados aos dados das bibliotecas gendmicas de Apareiodon
sp., devem auxiliar no entendimento da estrutura e fungdo destes genes em peixes

neotropicais.

Os resultados obtidos neste estudo foram importantes para uma maior
compreensdo do papel dos DNAs repetitivos na familia Parodontidae, sendo que o
mapeamento de sequéncias repetitivas é essencial para a gendmica integrativa e podem

auxiliar estudos futuros relacionados ao sequenciamento genémico de Parodontidae.
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7. ANEXOS

Anexo 1

- Licenga permanente para coleta de material zool6gico

MMA/IBAMA/SISBIO

’»‘ i ¥ Ministério do Meio Ambiente - MMA

w%;‘ Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovéveis - IBAMA
%1,‘: _ Instituto Chico Mendes de Conservagéo da Biodiversidade - ICMBio
b = caied ¥ sistema de Autorizagao e Informagdo em Biodiversidade - SISBIO

Licenga permanente para coleta de material zoolégico

I Namero: 15117-1 Data da Emissao: 26/03/2008 18:25
Dados do litular
Registro no Ibama: 2537361 Nome: Marcelo Ricardo Vicari CPF: 952.846.480-72
Nome da Instituigao : UNIVERSIDADE ESTADUAL DE PONTA GROSSA CNPJ: 80.257.355/0001-08

Observacdes, ressalvas e condicionantes

A participacac de pesquisador(a) estrangeiro(a) nas atividades previstas nesta autorizagao depende de autorizagao expedida pelo Ministério de Ciéncia e Tecnologia
(CNPgMCT)

Alicenga permanente nao & valida para: a) coleta ou transporte de especies gue constem nas listas oficiais de espédes ameacadas de
extingao: b) manutencao de espécimes de fauna silvestre em cativeiro: ) recebimento ou envio de material biologico ao
exterior; e d) realizagao de pesquisa em unidade de conservagéo federal ou em caverna. A restrigao prevista no item d ndo se aplica as categorias

O pesquisador titular da licenga permanente. quando acompanhado, devera registrar a expedicdo de campo no Sisbio e informar o nome e CPF dos membros da sua
equipe, bem como dados da expedigdo, que constario no comprovante de registro de expedicio para eventual apresentagao a fiscalizagio,;

Esta licenca permanente nao exime o seu titular da necessidade de obter as anuéncias previstas em oulros instrumentos legais, bem como do consentimento do
responsavel pela drea. publica ou privada, onde sera realizada a atividade

Esta licenga permanente nao podera ser ulilizada para fins comerciais, indusiriais, esportivos ou para realizagao de atividades inerentes ao processo de licenciamenia
ambiental de empreendimentos.

Esta autorizagdo NAO exime o pesqui titular da nec f de alender ac disposto na Instrugac Normativa Ibama n® 2772002, que regulamenta o Sistema
Nacional de Anilhamento de Aves Silvestres.

O pesquisador titular da licenga permanente sera responsavel pelos atos dos membros da equipe (quando for o caso)

2
Reserva Particular do Patriménio Natural, Area de Relevante Interesse Ecologico e Area de Protegao Ambiental constituidas por terras privadas.
3
4
5
]
7
8

O orgao gestor de unidade de conservagao estadual, distrital ou municipal podera. a despeilo da licenga permanente e das aulonizagoes concedidas pelo lbama,
estabelecer outras condigoes para a realiza@ de pesquisa nessas unidades de conservagdo

O titular de licenga ou autorizagao e os membros da sua equipe deverdo optar por métodos de coleta e instrumentos de captura direcionados, sempre. que possivel,

9 | ao grupo taxondmico de interesse. evitando a morte ou dano significativo a outros grupos; e empregar esforgo de coleta ou captura que nao comprometa a viabilidade
de populaches do grupo taxondmico de interesse em condicio in situ.

10 O titular da licenga permanente devera apresentar, anualmente, relatono de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias apos o aniversario de
emisséo da licenga permanente.
O titular de autorizagéo ou de licenga permanente, assim como os membros de sua equipe. quando da violagao da legislagdo vigente. ou quando da inadequagao,

11 | omissao ou falsa descrigdo de informagdes relevantes que subsidiaram a expedigao do ato. podera, mediante decisao motivada, ter a autorizagao ou licenga
suspensa ou revogada pelo Ibama e o material bioldgico coletado apreendido nos termos da legislagao brasileira em vigor.

12 Alicenca permanente sera valida enquanto durar o vinculo empregaticio do pesquisador com a Instluicao cientiica a qual ele estava vinculado por 0Casao da
solicilagao.
Este documento néo dispensa o cumprimento da legislagdo que dispde sobre acesso a componente do palrimanio genético existente no terntoria nacional, na

13 | plataforma continental e na zona econdmica exclusiva, ou ao conhecimento tradicional associade ao patriménio genético, para fins de pesquisa cientifica,
bioprospeccao e desenvolvimento tecnologica.

14 As atividades contempladas nesta autorizagao NAO abrangem espécies brasileiras constante de listas oficiais (de abrangéncia nacional, esladual ou municipal) de
espécies ameagadas de extingdo, sobreexplotadas ou ameagadas de sobreexplotacéo

Taxons autorizados

# Nivel taxondmico “Taxon(s)

1 [ORDEM Characiformes, Cypriniformes, Synbranchiformes, Perciformes, Siluriformes, Gymnotiiormes,

2

Destino do material biologico coletado

# Nome local destina Tipo Destino

1_|[UNIVERSIDADE ESTADUAL DE PONTA GROSSA Citogenética de Peixes

2 | Museu Nacional da Universidade Federal do Rio de Janeiro colegao

Este documento (Licenga permanente para coleta de material zoologico) foi expedido com base na Instrugdo Normativa Ibama n®154/2007. Através
do codigo de aulenticagao abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documenlo, por meio da pagina do

Ibama/Sisbio na internet (www.ibama.gov.br/sisbio).
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Anexo 2 — Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Estadual
de Ponta Grossa.

UE 1lIl:::!l!'“wr'!:;;;::

LT

UALDEPONTA Gi05A  PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
COMISSAO DE ETICA DO USO DE ANIMAL

CARTA DE APROVACAO

Processo CEUA - 013/2014
Protocolo UEPG - 2855/2014
Titulo — “Caracterizacdo de genes relacionados a difereniagdo gonodal e elementos transpomvels
modelo em peixes Neotropicais”. Interessado — Prof. Dr. Marcelo Vicari
Data de Entrada — 21/02/2014
Resultado: Aprovado
Data/Prazo — 21/05/2014 a 20/05/2016
- Consideragdes
Prezado Professor,
Em relag&o a utilizagéo de animais no protocolo de pesquisa sob sua responsabilidade, a
CEUA deliberou pela sua aprovagao pela aprovagao, por dois anos, do uso de 30 (trinta)
peixes.

- APROVADO.
Atenciosamente,

B} Profa. Dra. Maria Marta Loddi
Coordenadora da Comiss&o de Etica no Uso de Animais CEUA-UEPG

Av. Gen. Carlos Cavalcanti, n° 4748, CEP 84.030-900 Campus Universitario em Uvaranas
onta Grossa — Paran
Bloco da Reitoria_- anexo a PROPESP
Fone: (042) 3220-3264
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Anexo 3 - Obtenc¢do de cromossomos mitéticos — tratamento “in vivo”

A obtencdo de cromossomos mitéticos foi realizada seguindo a técnica de
preparacdes diretas (Bertollo et al., 1978). Na regido intra-abdominal no animal injetou-
se uma solucdo aquosa de colchicina 0,025%, na proporcéo de 1 ml/100 g de peso. Os
peixes foram mantidos em aquario bem aerado durante 50-60 minutos, posteriormente
foram anestesiados com benzocaina diluida a 0,01%, e sacrificados. Retirou-se a por¢ao
do rim anterior e dissociada com uma seringa desprovida de agulha em cerca de 10 ml
de solucdo hipotdnica (KCI 0,075 M). O tecido dissociado foi incubado em estufa a
37°C durante 25-30 minutos, depois re-suspendido com auxilio de uma pipeta Pasteur e
transferido para tubo de centrifuga. Adicionou-se neste tubo 1ml de fixador (3 partes de
metanol para 1 de &cido acetico glacial), o material foi novamente re-suspendido varias
vezes, centrifugado durante 10 minutos, a 900 rpm e depois descartado o sobrenadante.
ApoOs a centrifugacdo adicionou-se 5-7 ml do mesmo fixador, re-suspendido e
centrifugado por mais 10 minutos a 900 rpm, este passo foi repetido2 vezes. Descartou-
se 0 sobrenadante e adicionou uma quantidade de fixador para que se obtivesse uma
suspensdo celular moderadamente concentrada (geralmente de 0,5 a 1,0 ml), re-
suspendido e armazenado em freezer para posterior utilizacéo.

Para confeccdo de laminas foram gotejados cerca de 150 microlitros da
suspensdo celular, com uma pipeta Pasteur. A lamina estava limpa, levemente inclinada,
com uma pelicula d'agua a 60°C, de tal forma que a dgua escorresse e permitisse queo
material ficasse aderido sobre a lamina. O material foi entdo deixado secar ao ar e

corado com solucao de Giemsa a 5 %, em tampao fosfato pH=6,8 durante 6-8 minutos.
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Anexo 4. Obtengdo de cromossomos mitoticos — tratamento “in vitro”

Alternativamente, os cromossomos foram obtidos segundo o protocolo descrito
por Foresti et al. (1993), onde fragmentos do rim foram colocados em 10 mL de solucéo
salina de Hanks, em uma placa de Petri, dissociando bem o material. Posteriormente, a
suspensdo celular obtida foi transferida para um tubo de centrifuga, utilizando uma
pipeta de Pasteur. Em seguida, adicionou-se de 1 — 2 gotas de solugdo de Colchicina
0,016 %, misturando-a bem com o material. O material foi entdo transferido para estufa
a 36 °C, por 30 minutos e centrifugado durante 10 minutos, a 500 — 800 rpm. O
sobrenadante foi desprezado e adicionados 10 mL de solugdo hipotbnica (KCI 0,075
M), misturando bem o material com uma pipeta Pasteur. Transferiu-se esse material
novamente para estufa a 36 °C, por mais 30 minutos. Posteriormente, adicionou-se cerca
de 6 gotas de fixador (metanol; acido acético — 3:1) misturado-as com o material
repetidas vezes, deixando-o descansar por 5 minutos. O material foi centrifugado por 10
minutos a 500 — 800 rpm. O sobrenadante foi desprezado e, em seguida, adicionado 10
mL de fixador, misturando-o com o material repetidas vezes. Seguiu-se nova
centrifugacao, por 10 minutos e repetida a fixacdo por mais duas vezes. O sobrenadante
foi desprezado e o material diluido no fixador, de forma a se obter uma suspensao
celular com material cromossémico fixado. Por fim, o material foi pingado sobre
laminas bem limpas e aquecidas ao redor de 25 — 30 °C. Ap0s a secagem ao ar, seguiu-
se a coloracdo do material com solucdo Giemsa 5 %, em tampdo fosfato (pH 6,8),

durante 5 — 8 minutos, lavagem em agua destilada e secagem ao ar.
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Anexo 5. Obtencao de cromossomos mitoticos — tratamento em campo

Foi utilizado o protocolo descrito por Blanco et al. (2012) para espécimes que
ndo puderam ser transportados para o laboratério para o processamento. Os animais
foram submetidos ao tratamento convencional com Colchicina (injecdo intraperitoneal
de solucdo de Colchicina 0,025%) e mantidos vivos por 30 - 45 minutos.
Subsequentemente, os animais foram sacrificados. Por¢des do rim anterior foram
removidas e dissociadas em solugdo hipotonica (KCIl 0,075M), com o auxilio de
seringas hipodermicas. A suspensdo celular resultante foi transferida para tubos de
centrifuga e mantida em temperatura ambiente (26 - 28°C) por 30 minutos. Apds a
incubacgdo, 2mL de fixador (metanol : acido acético — 3:1) foram adicionados ao tubo e
homogeneizados com o auxilio de uma pipeta Pasteur. Os tubos foram mantidos em
refrigeragdo até chegarem no laboratorio, onde foram submetidos a fixa¢des, conforme

descrito por Bertollo et al. (1978).
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Anexo 6. Reacio de mini preparacio plasmidial (kit “Illustra PlasmidPrep Mini

Spin” (GE Healthcare)

Transferir a cultura para tubo de 1,5 mL e centrifugar 16.000 g por 30 s. Descartar o
sobrenadante e re-centrifugar toda a cultura restante. Adicionar 175 uL do Lysis Buffer type
7 e vortexar para desmanchar o precipitado. Adicionar 175 uL do Lysis Buffer type 8 e
inverter vagarosamente o tubo 5 vezes. Adicionar 350 uL do Lysis Buffer type 9 e inverter
vagarosamente até o precipitado se tornar claro. Centrifugar 16.000 g por 4 min. Colocar
um ilustra plasmid mini column em um tubo coletor e adicionar o sobrenadante a coluna.
Centrifugar 16.000 g por 30 s e descartar 0 que passou no tubo coletor. Adicionar 400 uL de
wash buffer type 1 a coluna e centrifugar 16.000g por 1 min. Descartar o tubo coletor e o
seu contetdo. Transferir a coluna para um novo tubo de 1,5 mL e adicionar 100 uL do

elution buffer type 4, deixar 30 s a temperatura ambiente e centrifugar 16.000 g por 30 s.
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Anexo 7. Reacéo de amplificagdo das histonas

As reagdes foram realizadas para um volume final de 25ul, contendo 100-200 ng
de DNA gendmico, 0,2uM de cada primer, 0,16 mM de dNTPs, 1U de Taqg DNA
polimerase (Invitrogen®), 1,5mM de cloreto de magnésio, 1x tampéo da reagdo (200
mM Tris, pH 8.4, 500 mM KCI). As condig¢des do ciclo de PCR foram: 95°C por 5
minutos, 30 ciclos de 95°C por 30 segundos, 52°C por 45 segundos e 72°C por 1 minuto

e 20 segundos, com posterior ciclo de extensao final de 72°C por 7 minutos.
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Anexo 8. Reacdo de amplificacdo da sequéncia (GATA)n e DNA telomérico
(TTAGGG)n

A reacdo de amplificacdo de cada DNA repetitivo em tubos isolados foi
composta por 1x Taq Reaction buffer (200 mM Tris pH 8.4, 500 mM KCI), 40 uM
dNTPs, 2 mM MgCl;, 2 U of Tag DNA polymerase (Invitrogen, Carlsbad, USA), 0.2
MM primers (GATA); e (TATC); para o tubo de PCR GATA e; 0.2 uM primers
(TTAGGG)s e (CCCTAA)s para a amplificacdo da sequéncia telomérica. A PCR foi
feita em dois ciclos. A primeira amplificacdo foi realizada com baixa estringéncia: 4
mina 94 °C, 12 ciclosde 1 min a 94 °C,45sa52 °Ce 1 min 30 s a 72 °C; seguido por
35 ciclos de alta estringéncia: 1 mina 94 °C, 1 min 30sa 60 °Ce 1 min30sa 72 °C.
Os produtos da PCR foram confirmados gel de agarose 1%, onde foram obtidos arrastos

entre 1000 — 2000 bp.
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Anexo 9. Marcacéo de sondas por nick translation, kit dig-nick translation mix (Roche
Applied Science)

As reacdes de nick translation seguiram as orientacGes do fabricante. Pipetar os
seguintes componentes em tubo de 1,5 ml no gelo: x pl 4gua gsp; x pl sonda (equivalente a
concentracao de 1000 pg/ul); 4 uL mix de digoxigenin nick translation; completar para o
volume total de 20 pl; permanecer durante lhora e 30 minutos a 15° C; interromper

aquecendo por 15 minutos a 65° C.
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Anexo 10. Marcacao de sondas por nick translation, kit biotin-nick translation mix
(Roche Applied Science)

As reacdes de nick translation seguiram as orientagcdes do fabricante. Pipetar os
seguintes componentes em tubo de 1,5 ml no gelo: x pl dgua gsp; x pl sonda
(equivalente a concentragao de 1000 pg/ul); 4 pL mix de biotin nick translation;
completar para o volume total de 20 pl; permanecer durante lhora e 30 minutos a 15° C;

interromper aquecendo por 15 minutos a 65° C.
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Anexo 11. Marcacao de sondas por nick translation, kit BioNick™ Labeling
System (Invitrogen)

As reag0es de nick translation seguiram as orientacdes do fabricante. Pipetar 0s
seguintes componentes em tubo de 1,5 ml no gelo: 5 pl 10X dNTP Mix; x pl (1 pg) de
DNA ; x pl de agua destilada para completar 45 pul; 5 pl 10X Enzyme Mix; permanecer
durante lhora a 16° C; adicionar 5 pl de Stop Buffer; adicionar 5 pl de acetato de s6dio
(3M) gelado; adicionar 100 pl de etanol 100% gelado; misturar invertendo o tubo; pode-
se deixar overnight no freezer ou 1 hora a -80 ° C; centrifugar a 14.000 rpm durante 10
minuto; descartar o sobrenadante; deixar o tubo na estufa a 37 ° C até secar; adicionar

20 pl de destilada e autoclavada.
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Anexo 12. Marcacao de sonda por PCR
Marcacéo das histona H1, H3 e H4

A PCR foi realizada contendo 100-200 ng de DNA gendmico, 1 x tampéo da
reagdo, 2 mM MgClI2, 40 uM dATP, dGTP e dCTP, 28 uM dTTP, 12 uM digoxigenina
11 dUTP (H1) ou biotina 16 dUTP (Roche Applied Science) (H4), ou ainda o
fluorocromo Alexa Fluor 594 (Life Technologies) (H3), 0.2 uM de cada primer ¢ 1 U de
Taq DNA polimerase (Invitrogen). O programa da reagéo foi: desnaturagéo inicial por 5
min a 95 °C, 30 ciclos de 95 °C por 30 s, 52 °C por 45 s, 72 °C por 1 min e 20 s e,

extens&o final a 72 °C por 7 min.

Marcacédo de DNAr 5S

50 ng/ ul de molde, 1 x tampao da rea¢ao, 2 mM MgCl2, 40 uM dATP, dGTP e dCTP,
28 uM dTTP, 12 uM fluorocromo Alexa Fluor 594 (Life Technologies), 0.3 uM de cada
primer e 1 U de Tag DNA polimerase (Invitrogen). O programa da reagdo foi:
desnaturacdo inicial por 5 min a 94 °C, 35 ciclos de 94 °C por 1 min, 51 °C por 45 s, 72

°C por 2 min e 20 s e, extensdo final a 72 °C por 5 min.
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Anexo 13. Hibridacéo in situ fluorescente (FISH)

O procedimento geral da FISH seguiu o descrito por Pinkel et al. (1986). Os
produtos das reacdes de marcagdo de sonda, por “nick translation”, foram precipitados
com acetato de potassio e mantido em etanol por 16 horas (overnight) a -20°C.
Posteriormente, as sondas foram centrifugadas por 15 minutos a 13000 rpm, sendo
descartado o sobrenadante, na continuidade o DNA marcado foi seco em estufa a 37°C.
A. Preparacéo da solucéo de hibridagao

Em todas as FISH, a mistura de hibridagdo consistiu de: 200 pl formamida (50%
de formamida); 80 pl sulfato de sextrano 50% (concentrag¢do final de 10%); 40 ul de
20x saline salt citrate - SSC (concentragao final 2x SSC);80 ul de H20 gsp, perfazendo
um volume total de 400 pl, aos quais foram adicionados 1 pg da sonda 1 (DNA marcado
com biotina) + 1 pg da sonda 2 (DNA marcado com digoxigenina 11dUTP), (Double
FISH). A estringéncia destas misturas de hibridacéo foi de 77 %. Em seguida, a solugédo
de hibridacdo foi transferida para um banho fervente, durante 10 minutos, para
desnaturacdo do DNA e, imediatamente ap0s, para um recipiente com gelo, impedindo a
renaturacdo por choque térmico.

B. Preparacéo das laminas (lavagens pré-hibridacéo)

As laminas, contendo as preparacdes cromossdmicas, foram lavadas em tampao
fosfato (phosphate buffer saline-PBS), por 5 minutos, em temperatura ambiente e
desidratadas em uma série de etanol a 70 v/v, 85 v/v e 95 v/v, 5 minutos em cada
incubagdo. A seguir, foram tratadas com solucdo de RNAse (100 pg/ml) durante 1 hora,
em camara umida a 37°C, lavadas duas vezes em solugcdo de 2xSSC, por 10 minutos e
em PBS, por 5 minutos. Em seguida a fixacdo com formaldeido 1 %/ PBS 1x / MgCI2
50mM, por 10 minutos, a temperatura ambiente, lavagem em PBS 1x por 5 minutos e

desidratacdo em série de etanol a 70 v/v, 85 v/v e 95 v/v, 5 minutos cada incubacdo. As
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laminas foram ent&o tratadas com formamida 70 % dissolvida em 2x SSC, a 70°C, por 5
minutos e novamente desidratadas em série de etanol gelado a 70 v/v, 85 v/v e 95 v/v, 5
minutos cada banho.
C. Hibridacéo e deteccao dos sinais correspondentes

Foram aplicados, sobre as laminas, cerca de 50 ul da solucdo de hibridagao
permanecendo “overnight” a 37°C, em camara imida contendosolu¢ao de 2x SSC pH
7,0. Decorrido este tempo, as laminas foram lavadas com solugéo de de 2x SSC pH 7,0
por 20 minutos. Em seguida foram lavadas em Tween 20, por 5 minutos, incubagédo em
90 ul de tampao non fat dry milk (NFDM) a 5 %, por 15 minutos em camara Gmida e
duas lavagens com Tween 20, cinco minutos cada. Para a detec¢do das sondas, foram
colocados sobre as laminas uma mistura de 100 pl de tampao NFDM contendo 1:1000
de avidina-FITC (Fluoresceina Isotil Cianato-avidina conjugada) a 0,25 pg/ml e; 5:1000
de anti digoxigenina rodamina a 1 pug/ml; permanecendo por 1 h a 37°C, em camara
Umida. As laminas foram lavadas 3 vezes em Tween 20, cinco minutos cada. Em
seguida a desidratacdo em série de etanol a 70 v/v, 85 v/v e 95 v/v, 5 minutos em cada
banho. Os cromossomos foram contra corados com 4',6-diamidino-2-phenylindole
(DAPI - 0,2 pg/ml) diluido em uma solugao “antifade” (Fluka).
D. Analises dos resultados

As preparagdes cromossdmicas convencionais e com hibridizacdo in situ
fluorescente foram analisadas em microscépio de campo claro e epifluorescéncia Zeiss
Axio Imager A2 acoplado ao software ZEISS pro 2011 em Camera Zeiss AxioCam
MRm de Captura Monocromatica com sensor CCD e resolucdo de 1.4 megapixels(Carl
Zeiss®).As imagens foram selecionadas para organizar os cariotipos, onde 0s
cromossomos foram recortados usando o software Adobe Photoshop, versdo CS6, e

organizados em pares de homdlogos em classes e ordem decrescente de tamanho. Os
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cromossomos foram classificados em metacéntricos (m), submetacéntricos (sm),

subtelocéntricos (st) e acrocéntricos (a) de acordo com Levan et al. (1964).
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Anexo 14. Extracdo de DNA

Extragdo de DNA gendmico e mitocondrial foi realizada a partir de tecidos
solidos (figado ou masculo), utilizando o protocolo adaptado de Doyle e Doyle (1990),
retirou um pequeno pedaco15mma3 do figado ou musculo do animal e foi colocado em
um microtubo;adicionou 360ul de tampao (NaCl 5 M, EDTA 0,5 M, TRIS-HCI 1 M)
sem CTAB (brometo de cetil-trimetilamonio); acrescentou 13 pl de proteinase K
(10mg/mL), 5 pl de B-mercaptoetanol e 240 pl de CTAB (brometo de cetil-
trimetilamonio) 5% cristalizado, posteriormente incubou em banho-maria a 55°C,
overnight ou até digerir totalmente o tecido. Apds este periodo adicionou-se 600 ul de
cloroférmio e agito-se por 5 minutos em vortex suave, em seguida centrifugou a 8000
rpm por 5 minutos e retirou o sobrenadante transferindo-o para um novo tubo;
adicionou-se 600 pl de etanol absoluto e armazenar a — 20 °C por 2 horas ou overnight.
Posteriormente centrifugou-sea 14.000 rpm por 15 minutos e descartou o
sobrenadante.Deixousomente opellet. Em seguida lavou o pellet com 500 pl de etanol a
70 vlv, sem agitar. Centrifugou por 2 minutos a 14.000 rpm e retirou 0 sobrenadante.
Armazenou em estufa a 37 °C. Posteriormente, adicionou 5Sul de RNAse e colocou 1
hora na estufa a 37 °C. Em seguida foi inativado a RNAse a 65 °C por 15 minutos e foi

armazenado no freezer.
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Anexo 15 - Purificacdo do produto da PCR pelo kit da GE healthcare -
illustraGFX PCR DNA

A purificagdo seguiu o protocolo do Kit Illustra GFX PCR DNA and GelBand
Purification (GE Healthcare). O protocolo consistiu na adi¢do de 500ul de capture
buffer type3 a 100 pl de amostra (10 pg) e centrifugacio por 30 segundos a 16.000 rcf.
Posteriormente, coletou o liquido do fundo do tubo que contém a amostra, transferiu
para a microSpin Collumn e centrifugou por 30 segundos a 16.000 rcf. Na sequéncia,
descartou todo o conteddo do tubo coletor, mantendo a microSpin Collumn. Em
seguida, adicionou 500ul de Wash buffer typel, centrifugou por 30 segundos a 16.000
rcf, descartou o contetdo do tubo coletor e centrifugou novamente por 20 segundos a
16.000 rcf. Posteriormente, transferiu a microSpin Collumn para um microtubo novo e
deixou evaporar o alcool a 70° C por 3 minutos. Apos, adicionou 25ul do tampao type 6
a 70°C, aguardou 1 minuto e centrifugou por 1 minutos a 16.000 rcf. Coletou-se a

solucéo que passou pela coluna e estocou a — 20 °C.
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Anexo 16. Versao do artigo (capitulo 1), publicado na revista Cytogenetic and
Genome Research
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Abstract
The family Parodontidae presents a conserved diploid num-
ber of 54 chromosomes and different stages associated with
ZW sex chromosome differentiation. For the great majority of
species in this family it was proposed that the karyotypic di-
versification is mostly due to repetitive DNA mobility and ac-
cumulation. In this study, 2 repetitive probes, (GATA)n and
(TTAGGG)n, were used to assess probable mechanisms of chro-
mosome diversification, especially those related to molecular
differentiation of the W chromosome. Results showed that
the (GATA)n sequence is involved in the differentiation of the
W chromosome female-specific region of Parodontidae and
that it is accumulated in diverse autosomes. The (TTAGGG)n
repeat is part of the vertebrate telomere, and the presence of
interstitial telomeric sites may help to identify chromosome re-
arrangements. However, in Parodontidae, no interstitial telo-
meric sites were detected. This study shows plasticity in the
amount of the (GATA)n repeat in Parodontidae that may be
involved in chromatin modifications and transcriptional con-
trol of the W chromosome, and the role of repetitive DNAs in
genomic diversification in this fish family is discussed.

© 2015 S. Karger AG, Basel

Different classes of DNA are part of the chromosome
structure in eukaryotes [Sumner, 2003]. Besides the non-
repetitive DNA, some sequences are repeated hundreds
to million times in the chromosome complement [Tim-
berlake, 1978]. These repetitive DNAs are classified ac-
cording to their main characteristics and include multi-
gene families, noncoding tandem repeats (satellites,
minisatellites, and microsatellites), and dispersed repeats
known as transposons and retrotransposons [Sumner,
2003].

The accumulation and mobility of repetitive sequenc-
es in the genome promote chromosome differentiation
with an important role in karyotype evolution [Wichman
et al., 1991; Hamilton, 1992; Pucci et al., 2014]. The mic-
rosatellite (GATA)n was described as the larger compo-
nent of the satellite DNA Bkm (banded krait minor) and
is found widely distributed within eukaryotes [Epplen et
al,, 1982; Singh et al., 1984; Milani and Cabral-de-Mello,
2014]. This sequence is related to molecular differentia-
tion of sex chromosomes in a lot of vertebrates [Epplen et
al,, 1982, 1988; Singh et al., 1984; Nanda et al., 1990; Sub-
ramanian et al., 2003], and it is suggested that (GATA)n
repeats may have a functional meaning in the biology of
sex chromosomes and speciation [Subramanian et al,,
2003]. Associated with a wide distribution in eukaryotic
genomes, the simple sequence repeat (GATA)n can be
used as a DNA consensus sequence for binding the tran-
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Table 1. Species studied and sampling

locations of 8 Parodontidae species Species River, state Hydrographic basin Males Females Total
A. piracicabae  Rio Mogi-Guagu, SP Alto Parand 12 14 26
A. hasemani Rio Sao Francisco, MG Sao Francisco 8 11 19
A. ibitiensis Rio Corumbatai, SP Alto Parana 2 3 5
A. affinis Rio Passa-Cinco, SP Alto Parana 22 8 30
Apareiodonsp.  Rio Verde, PR Alto Parani 5 8 13
P. cf. pongoensis  Rio Araguaia, GO Araguaia 11 8 19
P. nasus Rio Mogi-Guagu, SP  Alto Parand 10 10 20
P. hilarii Rio Passa- Cinco, SP Alto Parand 19 12 31

The species were kept at the Museu de Zoologia of Nticleo de Pesquisas em Limnologia,
Ictiologia e Aquicultura of Universidade Estadual de Maringa (NUPELIA) and at the Mu-
seu de Zoologia of Universidade de Sao Paulo (MZUSP).

SP = Sido Paulo state; MG = Minas Gerais state; PR = Parana state; GO = Goias state.

scription factor family GATA-binding proteins [Orkin et
al., 1998]. Membersofthe GATA protein family (GATA1-
6) function as lineage-specific transcription factors in a
number of cell types in the hematopoietic system [Chen
etal., 2012]. Yet, other studies showed expression of sex-
and tissue-specific Bkm-binding proteins (BBP) in snake
ovaries and mouse testes [Singh et al., 1994a]. In the lat-
ter, BBP was associated with testis-specific decondensa-
tion of the Y chromosome. This protein is different from
the GATA family of transcription factors of the hemato-
poietic system as it binds to (GATA)n repeats [Singh et
al., 1994b]. Besides the transcription factor binding site
function, Subramanian et al. [2003] reported the distribu-
tion of (GATA)n repeats along chromosomes and their
close proximity to matrix-associated regions as possible
demarking chromatin domains for a coordinated expres-
sion of genes.

Another repetitive DNA, the minisatellite (TTAGGG)n,
a structural component of vertebrate telomeres, proved to
be helpful in explaining certain types of chromosome rear-
rangements [Slijepcevic, 1998]. In fish, Ocalewicz [2013]
reported that in 80 species the (TTAGGG)n sequence was
localized in situ to the telomere, and 42% presented addi-
tional telomeric hybridization signals far from the chromo-
some end (internal or interstitial telomeric sites, ITS). The
localization of these ITS confirmed Robertsonian fusions
[Rosa et al., 2012; Traldi et al., 2013; Errero Porto et al.,
2014], but ITS can also be inserted in interstitial positions
by telomerase or transposed to repair the ruptures in dou-
ble-stranded DNA [Nergadze et al., 2007].

The neotropical fish family Parodontidae (genera Paro-
don, Apareiodon, and Saccedon) presents a conserved dip-
loid number of 54 chromosomes with little variation in
karyotype formula of most of its representatives but with
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great variation of chromosome markers, showing an enor-
mousinterspecific diversity [ Bellafronte etal., 2011; Schem-
berger et al., 2011]. Within this family, some species are
homomorphic in relation to the presence of sex chromo-
somes, whereas other species present ZZ/ZW systems at
different stages of accumulation of repetitive DNA [Schem-
berger et al.,, 2011, 2014]. Here, we report our analysis of
the distribution patterns of (GATA)nand (TTAGGG)n re-
peats in different Parodontidae genomes to verify chromo-
some rearrangements focusing on the W chromosomes.

Material and Methods

Eight species of the Parodontidae family were analyzed (A. pi-
racicabae, A. hasemani, A. ibitiensis, Apareiodon sp. Verde river
population, A. affinis, P. cf. pongoensis, P. nasus, and P. hilarii),and
their sampling locations are listed in table 1. Proceedings of animal
handling were performed according to the Ethics Committee on
Animal Experimentation (process number 13/2014) of the Uni-
versidade Estadual de Ponta Grossa (Brazil). Chromosome prepa-
rations were obtained by the air-drying method from renal cells
[Bertollo et al., 1978] with modifications [Blanco et al., 2012].

In this study, 3 kinds of repetitive probes were used: the micro-
satellite (GATA)n, the minisatellite (TTAGGG)n, and the DNA
satellite of Parodontidae pPh2004 [Vicente et al, 2003]. The
pPh2004 probe was only used to facilitate the correct identification
of chromosomes, since this probe has been described in other stud-
ies [Bellafronte et al., 2011; Schemberger et al., 2011]. (GATA)n
and (TTAGGG)n expansions were synthesized by PCR. Amplifi-
cation of the (GATA)n probe was performed with primers
(GATA); and (TATC);, while the (TTAGGG)n probe was ampli-
fied using the primers (TTAGGG)s and (CCCTAA)s, both in the
absence of a DNA template, according to the proposed procedure
for obtaining the general sequence of the vertebrate telomere [Ijdo
etal,, 1991]. Theamplification reaction of each DN A repeat in iso-
lated tubes was performed using 1x Taq Reaction buffer (200 mm
Tris, pH 8.4, 500 mM KCl), 40 pm dNTPs, 2 mm MgCl,, 2 U Taq
DNA polymerase (Invitrogen, Carlsbad, Calif., USA), and 0.2 pm
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A. piracicabae

A. hasemani

Fig. 1. FISH of female specimens of Parodontidae using the (GATA)n probe. The (GATA)n signals are shown in
red (thodamine) and the DAPI-counterstained chromosomes are shown in blue. a A. piracicabae. b A. hasemani.

c A. ibitiensis. d Apareiodon sp. Scale bar = 5 um.

of each corresponding primer. The PCR specifications followed
2-step cycles. The firstamplification was performed with low strin-
gency: 4 min at 94°C, 12 cycles of 1 min at 94°C, 45 s at 52°C, and
90 s at 72°C. Then it was followed by 35 cycles of high stringency:
1 min at 94°C, 90 s at 60°C, and 90 s at 72°C. PCR products were
confirmed by 1% agarose gel electrophoresis which showed bands
of 1-2kb. (GATA)n and (TTAGGG)n amplifications were marked
with digoxigenin 11-dUTP by nick translation (Dig Nick Transla-
tion mix, Roche Applied Science, Mannheim, Germany) following
the manufacturer’s instructions. The satellite p Ph2004 probe, con-
tained in a vector and obtained by plasmid mini-preparation, was
marked with biotin 16-dUTP by nick translation (Biotin Nick
Translation mix, Roche Applied Science) according to the manu-
facturer’s instructions.

FISH was performed under high-stringency conditions (2.5 ng/
ul probe, 50% formamide, 2x SSC, 10% dextran sulfate for 18 h at
37°C) according to the method of Pinkel et al. [1986]. Signal detec-
tion was performed using an anti-streptavidin antibody conjugat-
ed to Alexa Fluor 488 (Molecular Probes, Carlsbad, Calif., USA)
and an anti-digoxigenin antibody conjugated to rhodamine
(Roche Applied Science). The chromosomes were counterstained
with 0.2 pg/ml of 4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) in Vecta-
shield mounting medium (Vector, Burlingame, Calif., USA) and
analyzed using an Olympus BX41 epifluorescence microscope
equipped with a DP71 digital image capture system (Olympus, To-
kyo, Japan). The chromosomes were identified using the system
proposed by Levan et al. [1964] and classified as metacentric (m),
submetacentric (sm), or subtelocentric (st). To determine the
(GATA)n and (TTAGGG)n localizations, approximately 50 meta-
phases of different specimens of each species were analyzed.

Repeated DNAs and W Differentiation in
Parodontidae

Results

The 8 species studied presented 2n = 54 chromosomes
with differences related to the sex chromosomes. In A.
piracicabae, heteromorphic sex chromosomes are absent,
in P. cf. pongoensis and P. nasus, the presence of a proto-
sex chromosome system (pair 13) was identified, and
A. hasemani, A. ibitiensis, Apareiodon sp. and P. hilarii
showed the ZZ/7ZW heteromorphic system, while A. af-
finis presents the ZZ/ZW W, system (figs. 1, 2) [Schem-
berger et al., 2011; Bellafronte et al., 2012].

FISH with the (GATA)n probe revealed the presence
of this repetitive element dispersed throughout the chro-
mosomes, forming little clusters in some regions of the 8
species studied (figs. 1, 2). In this analysis, no significant
intra- or interindividual variation of FISH signals and loci
numbers were detected except for those related to sex
chromosome heteromorphism. In A. piracicabae, besides
the loci dispersed throughout the karyotype, clusters of
(GATA)n could be detected in pairs 2, 6,9, 17, 20, 21, 25,
and 27 (fig. 1a). In A. hasemani, little clusters were de-
tected in terminal or subterminal regions of all chromo-
somes, including the Z and W chromosomes (fig. 1b).
In A. ibitiensis and Apareiodon sp., little clusters of
(GATA)n were detected in addition to an interstitial
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P. pongoensis

P. nasus

A. affinis

Fig. 2. FISH of female specimens of Parodontidae using the (GATA)n probe. The (GATA)n signals are shown in
red (rhodamine), the probe pPh2004 in green (FITC), and the DAPI-counterstained chromosomes are shown in
blue. a P. pongoensis. b P. nasus. ¢ P. hilarii. d A. affinis. Scale bar = 5 pm.

marking which was more evident on the long arm of the
W chromosome (fig. 1c, d). P. cf. pongoensis and P. nasus,
besides the signals on the autosomes, present a little clus-
ter of (GATA)n in the terminal region of the short arm of
pair 13, the proto-sex chromosomes (fig. 2a, b). P. hilarii
presented dispersed (GATA)n loci, almost imperceptible,
in the Z chromosome and the autosomes but had evident
blocks in pairs 4 and 5 and in the interstitial region of the
long arm of the W chromosome (fig. 2c). In A. affinis, the
(GATA)n probe hybridized to the terminal region of au-
tosomes and, more evident, to blocks of the W, and W,
sex chromosomes (fig. 2d). The probe (TTAGGG)n de-
tected the terminal sites in all chromosome complements
with different signal intensities in the 8 species studied,
and no ITS were detected in approximately 50 metaphas-
es analyzed for each species (fig. 3).

Discussion

Molecular differentiation and gene erosion in the evo-
lution of sex chromosomes involve the accumulation of
repetitive DNAsand transposable elements (TEs) [Steine-
mann and Steinemann, 2005; Schemberger et al., 2014].
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Although the general mechanism of sequence accumula-
tion is well understood by visualization of the heterochro-
matic fraction in heteromorphic sex chromosomes, in
most species there is a lack of knowledge what kind of
repetitive sequences are present and what is their relation
with the localization of chromatin domains and the con-
trol of gene expression [Subramanian et al., 2003].

The family Parodontidae has been used in studies of sex
chromosome differentiation, investigating the invasion of
repetitive sequences and the increase in W chromosome
size [Centofante et al., 2002; Rosa et al., 2006; Vicari et al.,
2006; Bellafronte et al., 2009, 2011, 2012; Schemberger et
al.,, 2011, 2014]. In this study, in situ localization of the
(GATA)n sequence revealed the accumulation of this mi-
crosatellite in proto-sex and sex chromosomes of 7 spe-
cies: A. hasemani, A. ibitiensis, Apareiodon sp., P. hilarii,
A. affinis, P. cf. pongoensis, and P. nasus. The (GATA)n
signals were compared with C-banding descriptions of
these species [Bellafronte et al.,, 2011]. The autosomal
(GATA)n accumulation sites cannot be correlated to het-
erochromatic regions, except to some minor terminal re-
gions. On the other hand, the (GATA)n signals on the Z
and W chromosomes are located in heterochromatic
blocks. For A. piracicabae, which does not have hetero-
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morphic sex chromosomes, dispersion of this sequence
throughout several chromosomes of the complement
without a preferential allocation to specific sites cannot
indicate a probable proto-sex chromosomes pair. In an-
other study, the localization of these simple repetitions has
allowed the detection of molecular and structural differ-
ences between sex chromosomes apparently homomor-
phic in Poecilia reticulata [Nanda et al., 1990].

Chromosome painting with the heterochromatic frac-
tion of the W chromosome of Apareiodon sp., named
WAp probe, in combination with the DNA satellite
pPh2004 probe, established pair 13 as the proto-sex chro-
mosome pair in P. pongoensis and P. nasus [Schemberger
et al,, 2011]. In these 2 species, the localization of the
(GATA)n repeat showed a small cluster in the hetero-
chromatic region of the short arm of pair 13. This little
cluster is also present in the heterochromatic region of the
Z chromosome of species that have sex chromosome het-
eromorphism. On the other hand, the (GATA)n repeat
accumulates increasingly in the W chromosome in spe-
cies with sex chromosomes. Within the species studied,
A. hasemani has a W chromosome with lower molecular
differentiation, with heterochromatic bands in the short
arm and the terminal region of the long arm [Bellafronte
etal., 2012].

The localization of the (GATA)n sequence in terminal
regions of both arms of the W chromosome shows the
presence of this DNA microsatellite in the beginning of
differentiation and heteromorphism of the W chromo-
some. Yet, the accumulation of (GATA)n is evident in
species that have bigger W chromosomes and hence more
molecular differentiation (A. ibitiensis, Apareiodon sp., P.
hilarii) and in W; and W, chromosomes of the multiple
sex chromosome system of A. affinis. In a similar example
in the Poecilia genus, the size of the heterochromatic re-
gion of the Y chromosome differs markedly amongstrains
and correlates with the total length of the respective Y,
which may be attributed to differential amplification or
deletion of constitutive heterochromatin. Yet, it was sug-
gest that sex chromosome-linked color patterns and oth-
er sexually selected genes in Poecilia are important for
maintaining the observed structural polymorphism of sex
chromosomes [Nanda et al., 2014].

In some fish species, studies with (GATA)n repeats
showed a dispersed localization throughout the chromo-
somes without any kind of preferential accumulation
[Cross et al., 2006; Ubeda-Manzanaro et al., 2010; Traldi
et al., 2013]. Although some (GATA)n clusters were de-
tected in chromosomes of Parodontidae, especially in the
sex chromosomes, an extensive number of dispersed cop-

Repeated DNAs and W Differentiation in
Parodontidae

Fig. 3. FISH of metaphases of female specimens of Parodontidae
using the (TTAGGG)n probe labeled in red (rhodamine). a A. pi-
racicabae. b A. hasemani. ¢ A. ibitiensis. d Apareiodon sp. e P. pon-
goensis. f P. nasus. g P. hilarii. h A. affinis. Scale bar = 5 pm.

ies in the karyotype is evident. It is known that microsat-
ellite repeats are often present in the sequences of TEs or
interspersed non-repetitive DNA sequences [Schifer et
al., 1986; Coates et al., 2009]. In this process, the dispersed
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copies of (GATA)n in Parodontidae may be the conse-
quence of transposable events when tandem repeats
hitchhike within mobile elements, as seen in other organ-
isms [Wilder and Hollocher, 2001; Lépez-Giraldez et al.,
2006; Coates et al., 2009]. However, dispersion of the
(GATA)n sequence in euchromatic regions of Parodon-
tidae autosomes could be intergenic, suggesting that they
may possess, in association with the matrix-associated re-
gion, a function to regulate the entire domain defined by
these sequences, as proposed for humans [Subramanian
etal,, 2003]. (GATA)n is the main part of the DNA con-
sensus sequence to bind the transcription factor family
(GATA1-6), acting in cells of the hematopoietic system
[Chen et al., 2012].

In some species, the major concentration of (GATA)n
in sex chromosomes was related to the activity of chro-
matin decondensation [Singh et al., 1994a; Viger et al.,
1998; Priyadarshini et al., 2003]. In snakes and mice, BBP
activity was reported to be at its peak by the onset of sper-
matogenesis and oocyte development, corresponding to
the decondensation of W and Y chromosomes, respec-
tively [Singh et al., 1994a]. GATA-4, another member of
the same family of transcription factors present in the go-
nads of the mouse and specifically expressed in Sertoli
cells in testes and granulosa cells in the ovaries, has been
assumed to be involved in early gonadal development and
sexual dimorphism [Viger et al., 1998]. Also, in the sea
snake Enhydrina schistosa, where the W chromosome is
divided in 2 separate parts, W, and W, both decondense
simultaneously [Singh et al., 1979], indicating their com-
mon regulation. A. affinis also presented (GATA)n se-
quences in W; and W, chromosomes as a possible func-
tion in sexual development of Parodontidae.

Most Parodontidae species keep 2n = 54 chromosomes
with a little variation in the karyotypic formula: 54 m/ms
to 48 m/ms + 6 st [Bellafronte et al., 2011]. In this context,
Schemberger et al. [2011] inferred that chromosome vari-
ation in the family Parodontidae is mostly due to the
movement of DNA satellite sequences and TEs. The pres-
ence of ITS in fusion points and/or translocations is an
event relatively common in fish [Ocalewicz, 2013]. In nu-
merous events of chromosome rearrangements, telomeres
can be completely lost or in low copy numbers [Slijepce-
vic, 1998]. The localization of the probe (TTAGGG)n only
in terminal portions of chromosomes in 8 Parodontidae
species suggests the absence of fusions and translocations
in karyotypic evolution of this family, reinforcing the vi-
ability of the proposition of Schemberger et al. [2011]. In
A. affinis, the origin of multiple ZZ/ZW W, sex chromo-
some systems is assigned to chromosome fissions and
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pericentric inversions or chromosome translocations
[Moreira-Filho et al., 1980; Schemberger et al., 2011].
Even in this species, there is no evidence of ITS which in-
dicates non-homologous chromosome exchange.

On the other hand, Schemberger et al. [2014] isolated
a Cot-1 library for repetitive DNA in Parodontidae and
verified a great amount of satellite and TE repetitive se-
quences, including those related to molecular degenera-
tion of the W chromosome. These data show that the
pseudo-autosomal region of the W chromosome is com-
posed of the long arm of the Z chromosome and the short
arm of the W chromosome, which harbors the DNA sat-
ellite pPh2004 in the genus Parodon. In the female-spe-
cific region (FSR) of the Parodontidae W chromosome,
there is an accumulation of satellite and TE sequences
that are not exclusive to sex chromosomes. The expan-
sion of (GATA)n identified in this study is located in an
interstitial region of the FSR. The proximal region of FSR
is composed of a DNA satellite (satl WP). In the terminal
region, an extensive amount of TE Helitron was verified
and, in its whole extension, the FSR is invaded by degen-
erated TEs of different classes [Schemberger et al., 2014].
Thus, molecular differentiation and erosion of geneticac-
tivity of the W chromosome in Parodontidae occurred by
accumulation of repetitive sequences of different kinds
and classes, which may form domains in the chromatin
and have a relation to the expression control of genes
present in sex chromosomes and sexual determination.

Thus, this study shows the in situ localization of
(GATA)n and (TTAGGG)n expansions in Parodontidae,
in which there is chromosome diversification associated
with the movement of repetitive sequences in the ge-
nome. These data, when compared to the literature, pro-
vide indirect evidence that the (GATA)n repeat is associ-
ated with chromatin modifications in the W chromo-
some of Parodontidae which can be related to the control
of gene expression and sexual determination.
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