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RESUMO

A familia Anostomidae ¢ um interessante modelo para estudos de elementos repetitivos,
principalmente devido & presenca de elevado niimero de segmentos heterocromaticos
relacionados a um sistema peculiar de heterogametia feminina, que € restrita a algumas
espécies pertencentes ao género Leporinus. Nesse sentido, este trabalho teve como
objetivo realizar um mapeamento cromossdmico dos elementos retrotransponiveis Rex1,
Rex3 e Rex6 nos cromossomos de seis espécies do género Leporinus: L. elongatus, L.
macrocephalus e L. obtusidens, as quais possuem sistema de cromossomos sexuais, € L.
friderici, L. lacustris e L. striatus, a fim de aumentar o conhecimento a respeito da
organiza¢do do genoma do género, observar a relacao desses elementos com regides
heterocromaticas importantes e se a distribuicdo ¢ compativel com a hipotese de uma
macroestrutura cariotipica estavel para o género. A amplificacdo e o sequenciamento
dos elementos Rex1 e Rex3, mostraram diferentes composigdes referentes ao numero de
pares de bases destes elementos para as diferentes espécies analisadas, ja o elemento
Rex6 ndo foi identificado no genoma das espécies estudadas. A técnica de FISH
utilizando o elemento Rex1 como sonda resultou em diferentes padrdes de distribuicdo:
Leporinus elongatus, L. macrocephalus e L. obtusidens apresentaram clusters isolados
na regido terminal e as outras espécies apresentaram sinais dispersos em todos os
Cromossomos € pequenos sinais na posi¢do terminal de alguns cromossomos. O
elemento Rex3 se apresentou acumulado principalmente na posi¢do terminal, em todos
os cromossomos de todas as espécies. O cromossomo W de L. elongatus, L.
macrocephalus e L. obtusidens, apresenta um sinal positivo de Rex1 ¢ Rex3 na posigdo
intersticial do braco longo. Algumas variagdes de sinais de hibrida¢ao foram observadas
entre as diferentes espécies. Estes resultados sugerem a ocorréncia de diferentes graus
de atividade destes elementos durante o processo evolutivo das espécies analisadas.
Apesar da macroestrutura cariotipica conservada das espécies de Leporinus, nossos
resultados mostraram algumas variagdes nos padroes de hibridagdo, especialmente entre
o grupo constituido por espécies com cromossomos sexuais € aquelas nas quais este
sistema nao estd presente. As marcagdes idénticas observadas no cromossomo W de L.
elongatus, L. macrocephalus e L. obtusidens refor¢am a hipoteses da origem comum

deste cromossomo nestas espécies.

Palavras-chave: DNA repetitivo, elementos transponiveis, FISH, Characiformes.



ABSTRACT

The Anostomidae family is an interesting model for repetitive elements studies, mainly
due the presence of high number of heterochromatic segments related to a peculiar
system of female heterogamety, which is restricted to a few species belonging to the
Leporinus genus. In this way we performed a cytogenetic mapping of retrotransposable
elements Rexl, Rex3 and Rex6 in chromosomes of Leporinus: L. elongatus, L.
macrocephalus and L. obtusidens, which have sex chromosomes system, and L.
friderici, L. lacustris and L. striatus, in order to increase the knowledge of the genomic
organization of the genus, observe if these elements are related to heterochromatic
regions and whether its distribution is compatible with the hypothesis of a stable
macrostructure kept in the karyotype of the genus. Amplification and sequencing of the
elements Rex1 and Rex3 showed different compositions regarding the number of base
pairs of these elements for these species, but the Rex6 element has not been identified in
genome of the species studied. The FISH technique using Rexl element as probe
resulted different distribution pattern: Leporinus elongatus, L. macrocephalus and L.
obtusidens presented clusters isolated in the terminal region and the others species
present signals disperse in all chromosomes and some signals on terminal position. The
Rex3 signals are accumulated mainly in terminal position in all chromosomes for all
species. The W chromosome of L. elongatus, L. macrocephalus and L. obtusidens,
presents Rex3 signal on interstitial position. Some variations were observed regarding
the hybridization signals among species. These results suggest the occurrence of
different levels of activity of these elements during the evolutive process of the species
analyzed. Despite the quite conserved karyotypic macrostructure of Leporinus species,
through our results was possible to observe some variation on hybridization signals
pattern, specially among the group composed by species with sex chromosomes and that
comprised by the species without this differentiated system. The identical markings
observed on the W chromosome of L. elongatus, L. macrocephalus and L. obtusidens

reinforce the hypothesis of a common origin of this chromosome in these species.

Keywords: Repetitive DNA, transposable elements, FISH, Characiformes.
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1.0 INTRODUCAO
1.1 Elementos repetitivos do genoma

Nos organismos eucariotos sdo encontradas grandes quantidades de segmentos
repetitivos de DNA, que foram considerados por muitos anos DNA “lixo” (NOWAK,
1994), mas que nos ultimos anos vem sendo destacado com grande importancia em
inimeras publicagdes. Diversos trabalhos tém sugerido que as sequéncias repetitivas
estdo envolvidas de maneira crucial em importantes processos evolutivos, como a
regulacdo e reparo de alguns genes (MEDSTRAND et al.,, 2005; SHAPIRO e
STERNBERG, 2005) e a diferenciagdo de cromossomos sexuais de algumas espécies
(STEINEMANN e STEINEMANN, 2005; PARISE-MALTEMPI et al., 2007). Além
disso, estas sequéncias também podem compor estruturas fundamentais dos
cromossomos dos eucariotos como centrdmeros, telomeros e outras regides

heterocromaticas (SHAPIRO e STERNBERG, 2005).

Os segmentos heterocromaticos dos cromossomos sdo normalmente ricos em
elementos repetitivos que por sua vez sdo constituidos por sequéncias de diferentes
comprimentos € composi¢cdes que aparecem repetidas no genoma (CHARLESWORTH
et al., 1994). Existe uma grande diversidade de elementos repetitivos encontrados no
genoma dos eucariotos de tamanhos que variam de 100pb a 100Mp e s3o definidos
como segmentos de DNA varidveis que podem apresentar até milhares de copias no
genoma. Tais sequéncias podem ser classificadas como codificadoras, com fungdes
bioldgicas bem definidas e compostas por centenas ou milhares de copias, como € o
caso das familias multigénicas ribossomais 45S, o rDNA 58S e as hitonas (MARTINS et
al., 2004; GRIFFTHIS et al., 2009) ou como ndo codificadoras. Podem estar

organizadas em tandem como ocorre com os DNAs satélites, minissatélites e
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microssatélites (CHARLESWORTH et al., 1994 ) ou podem estar dispersas em todo
genoma, como ¢ o caso dos elementos transponiveis (transposons e retrotransposons)

(BOHNE et al., 2008).

Os estudos com elementos repetitivos do genoma sao extremamente uteis para a
compreensdo de intmeras questdes de cunho estrutural e evolutivo de diferentes
sequéncias gendmicas, como por exemplo, as estruturas centroméricas e teloméricas dos
cromossomos, a origem e evolucdo de cromossomos sexuais € supranumerarios €

evolucao do genoma como um todo (MARTINS et al., 2004).

1.2 Elementos transponiveis do genoma

Os elementos transponiveis foram descobertos em 1950, durante um estudo
conduzido por Barbara McClintock, envolvendo graos coloridos do milho indiano. Essa
descoberta, que posteriormente permitiu o isolamento e a caracterizagdo das
propriedades genéticas desses elementos no genoma de outros organismos como
Drosophila melanogaster, Escherichia coli, Caenorhabditis elegans e Homo sapiens,
rendeu a McClintock o prémio Nobel em 1983 (GRIFFTHIS et al., 2009; BERG e
HOWE, 1989). Podendo apresentar desde poucas até centenas de copias em todo o
genoma (VOLFF, 2006), estes elementos mostram-se presentes na maioria dos
organismos, compondo grande parte das sequéncias moderadamente repetidas de
bactérias, fungos, plantas e animais, podendo representar cerca de 50% do genoma de
Homo sapiens (homem), 60% do genoma de Zea mays (milho), 77% de Rana esculenta
(rd) e 40% de Mus musculus (camundongo). Porém, em organismos unicelulares, como

Saccharomyces cerevisae (levedura) e Escherichia coli (bactéria), estes elementos
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representam apenas uma pequena parte do genoma: cerca de 5% e 0,3%,

respectivamente (BIEMONT e VIEIRA, 2006).

Os elementos transponiveis sdo classificados de acordo com os mecanismos de
transposi¢do realizados, o que permite agrupa-los em duas classes: a classe I que
compde os retrotransposons € a classe II que compde os transposons (KIDWELL,
2000). Os retrotransposons também sdo subdivididos em duas subclasses: os
retrotransposons com longas repeticdes terminais (LTR) e os sem (CAPY et al., 1998)
(Figura 1). Tais elementos utilizam um mecanismo de transposi¢do que se inicia com a
transcri¢do completa do elemento alvo, dando origem a um transcrito de RNA. Esta
molécula codifica a enzima transcriptase reversa que inicia uma reagdo de transcri¢do
reversa na molécula de RNA produzida a partir do DNA alvo inicial, originando uma
nova fita de DNA, formando assim um intermedidrio hibrido DNA/RNA. A enzima
integrase insere a sequéncia produzida em uma nova posi¢do na cadeia completa de
DNA (Figura 2). Desde que a copia original do cromossomo seja mantida no local
original, este mecanismo resulta em uma duplicacdo, tornando-o responsavel pelo
grande numero de copias de retroelementos no genoma dos organismos hospedeiros

(BOHNE et al., 2008).

LTR retrotransposons

Ty1-copia group
LTR — Gag — Pol Bl

LTR

wppusa usgras—] cP e PR [ wT [ AT [Anase peereua[A s e

oA 4 _—_— A oa
[

:

Ty3-gypsy group
5 LR — Gag — Pl R ¥

-}W-Pm;q [ -wu—! PR [ AT [Anaser] T feeei—uafR ushm
oA " R oA

Non-LTR retrotransposons

LIME & i 6w - T
B [ suth b [En] R I AMASE H e TR TR (a0, | D

Figura 1: Esquema representando a estrutura de LTR e ndo-LTR retrotransposons. Kumar e

Bennetzen (1999).
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Segmento de DNA alvo

_——TAATC o= TAATC—
=== ATTAG ATTAG =—
Nova regido
Transcricao cromossémlca/
5’ 3///

¥ Inser¢ao

4

Q Transcrigao
Transcriptase reversa

reversa

Figura 2: Esquema representando o mecanismo de retrotransposicdo de DNA. Adaptado de

Griffths 9* Ed.

Os transposons (classe II) sao divididos em subclasses ou familias de acordo
com a similaridade entre as suas sequéncias, encontram-se dispersos pelo genoma de
procariotos e eucariotos, possuem terminacdes repetidas invertidas e codificam para a
enzima transposase (CHARLESWORTH, 1994; FESHOTTE e PRITHMAN, 2007). Os
mecanismos de transposi¢do variam entre uma classe e outra de transposons, porém o
mecanismo mais conhecido de transposi¢do ¢ mediado pela enzima transposase que
retira e reintegra a sequéncia de DNA alvo a uma nova posi¢do no genoma, € este
mecanismo pode ou ndo ser replicativo (Figura 3). Na transposi¢do replicativa a
sequéncia inicial se mantém no local original enquanto a cdpia € inserida em um novo
local. Portanto, este mecanismo ¢ acompanhado por um aumento no numero de copias
do transposon (CHARLESWORTH, 1994; LEWIN, 2004). Na transposi¢do nao-
replicativa, ndo ocorre duplicagdo da sequéncia alvo e o elemento transponivel se

desloca diretamente de um local para outro mantendo suas caracteristicas.
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Transposom
Fita de DNA r 1

v Ligacao da Transposase
|

) ¢

v :

Clivagem
+

DNAalvo me—

Insergao

Figura 3: Esquema representando o mecanismo de transposicdo de DNA. Adaptado de Science

(2000).

Os transposons ¢ os retrotransposons podem influenciar a trajetéria evolutiva do
organismo hospedeiro de trés maneiras distintas: 1) causando alteragdes na funcdo dos
genes através da inser¢do; 2) induzindo rearranjos cromossomicos; 3) permitindo a
emergéncia de novos genes ou novas sequéncias regulatérias (FESCHOTTE e
PRITHAM, 2007), podendo estar associados com eventos de especiagio (BOHNE et
al., 2008). Tendo isso em vista, os elementos transponiveis podem ser considerados um
dos principais promotores da diversidade gendmica e biologica dos vertebrados em
geral, possuindo um importante papel nos eventos de especiagdo e de microevolugao.
Estudos também apontam que os vertebrados apresentam inseridos em seu genoma

diferentes classes de elementos transponiveis. Isso ocorre essencialmente devido a
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evolucdo diferencial das familias de elementos transponiveis, com cenarios evolutivos
que vao desde a completa extincao destes elementos do genoma como a introducdo de

uma linhagem especifica de elementos transponiveis (BOHNE et al., 2008).

Em alguns organismos estes elementos podem se acumular em regides terminais,
pericentroméricas € em outras regides heterocromaticas dos cromossomos, onde a taxa
de recombinac¢do ¢ reduzida. Dessa forma, as altas taxas de recombina¢do no genoma
parecem estar negativamente correlacionadas com a distribuicdo dos elementos
transponiveis (KIDWELL, 2005). Os retrotransposons também podem mediar
rearranjos cromossdmicos como delegdes, inversdes, translocacdes, duplicacdes e
amplificagdes (OSOUF-COSTAZ, 2004). Assim estes elementos podem ser

empregados como importantes marcadores para mapeamento cromossomico.

1.3 Elementos retrotransponiveis da familia Rex

Uma importante classe de elemento retrotransponivel que tem sido alvo de
varios estudos em diversos grupos sdo os elementos da familia Rex (Rex1, Rex3 ¢ Rex6).
Por exemplo, Volff et al. (2000) revelou que o elemento Rex1 esteve frequentemente
ativo durante a evolucdo do genoma dos peixes, € pode ser identificado em todos os
ancestrais de Acanthopterygii e as sequéncias apresentam um alto grau de similaridade

entre os grupos estudados, mesmo estes sendo filogeneticamente distantes.

Também foi relatado por Mazzuchelli (2008) que as sequéncias de elementos da
familia Rex (Rex 1 e Rex 3) em Ciclideos (Perciformes) apresentaram uma grande
similaridade com as sequéncias de outras espécies de peixes distribuidas em outras

ordens, como Cyprinodontiformes e Tetraodontiformes. Tais resultados concordam com
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estudos previamente publicados que demonstraram que estes elementos se encontram
amplamente distribuidos no genoma dos peixes (VOLFF et al., 2000; OZOUF-
COASTAZ et al., 2004). Neste mesmo trabalho, Mazzuchelli (2008) também observou
um alto grau de conservacdo nas sequéncias do elemento Rex6 que apresentaram
interessante similaridade entre peixes ¢ outros grupos, como répteis, Geochelone
pardalis, plantas, Arabidopsis lyrata, Zostera marina, micro-organismos, Prunus

necrotic, primatas, Lepilemur dorsalis, e com a espécie humana, Homo sapiens.

Em outro trabalho também envolvendo os mesmos elementos retrotransponiveis
Rexle Rex3, Osouf-Costaz et al. (2004), mostraram que os valores de Q (razio entre as
substitui¢des sindnimas e ndo sindnimas) foram, geralmente, maiores que um, o que
indica que os genes responsaveis pelo processo de transcrigdo reversa destes elementos
podem ter evoluido através da selecdo “purificadora”, e que ambos o0s retrotransposons
estiveram ativos durante a evolucao das espécies da familia Nototheniidae (endémica do
Oceano Austral). Com estes resultados os autores sugerem ainda que estes elementos
permanecem ativos no genoma de peixes antarticos recentes, ¢ devido ao grau de
identidade interespecifica entre as copias de nucleotideos, a divergéncia ocorrida entre

as espécies estudadas ndo € tao antiga (OSOUF-COSTAZ et al., 2004).

Os elementos retrotransponiveis da familia Rex tem sido empregados em estudos
de mapeamento cromossdmico de diversos grupos de peixes, como representantes das
familias Cichlidae (MAZZUCHELLI ¢ MARTINS, 2009; VALENTE et al., 2010,
TEIXEIRA et al., 2009; GROSS et al., 2010; FANTINATTI et al., 2012),
Tetraodontidae (DA SILVA et al., 2002; BOUNEAU et al., 2003; FISCHER et al.,
2004), Nototheniidae, Artedidraconidae, Bathydraconidae, Bovichtidae (OSOUF-

COSTAZ et al., 2004), Loricariidae (FERREIRA et al. 2010) e outros grupos (Tabela
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1). Apesar desta quantidade de informacdo, os estudos relacionados a estes elementos
ainda estdo se iniciando na fauna de peixes, tendo em vista a enorme diversidade de

espécies que compdem esse grupo.
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Tabela 1: Padrées de distribuicdo cromossémica dos elementos Rex1, Rex3 e Rex6 em peixes: clusters dispersos (D), sinais pericentroméricos (P), sinais subterminais (S).

Ordem Familia Espécies Elemento . Locallzalga_o Referéncias
retrotransponivel cromossomica
Leporinus elongatus Rex1 - Rex3 S* Presente trabalho
Leporinus friderici Rex1 - Rex3 D-S Presente trabalho
Anostomidae Le_porinus lacustris Rex1 - Rex3 D-S Presente trabalho
Leporinus macrocephalus Rex1 - Rex3 S* Presente trabalho
Leporinus obtusidens Rex1 - Rex3 S* Presente trabalho
Characiformes Leporinus striatus Rex1 - Rex3 D-S Presente trabalho
Bryconinae Brycon amazonicus Rex1 - Rex3 D Silva (2012)
Brycon orbignyanus Rex1 - Rex3 D Silva (2012)
Erythrinidae Erythrinus erythrinus Rex3 D Cioffi et al. (2010)
. . Prochilodus lineatus Rex1 S-P Voltolin (2012)
Prochilodontidae Prochilodus nigricans Rex1 S-P Voltolin (2012)
Eigenmannia sp.1 Rex1 - Rex3 D Sene (2011)
Gymnotiformes Sternopygidae Eigenmannia sp.2 Rex1 - Rex3 D Sene (2011)
Eigenmannia cf. trilineata Rex1 - Rex3 D Sene (2011)
Eigenmannia virescens Rex1 - Rex3 D Sene (2011)
Artedidraconidae Artedidraco shackletoni Rex1 - Rex3 D Ozouf-Costaz et al. (2004)
Bathydraconidae Gymnodraco acuticeps Rex1 - Rex3 D Ozouf-Costaz et al. (2004)
Gymnodraco victori Rex1 - Rex3 D Ozouf-Costaz et al. (2004)
Bovichtidae Bovichtus angustifrons Rex1 - Rex3 D Ozouf-Costaz et al. (2004)
Channichthyidae Chionodraco hamatus Rex1 - Rex3 D Ozouf-Costaz et al. (2004)
Neopagetopsis ionah Rex1 - Rex3 D Ozouf-Costaz et al. (2004)
Oreochromis niloticus Rex1-Rex3-Rex6 pP** Valente et al. (2011)
Haplochromis obliquidens Rex1-Rex3-Rex6 P* Valente et al. (2011)
Hemichromis bimaculatus Rex1-Rex3-Rex6 P Valente et al. (2011)
Melanochromis auratus Rex1-Rex3-Rex6 P Valente et al. (2011)
Perciformes Astronotus ocellatus Rex1-Rex3-Rex6 P-S é%gg;egéﬁge%g: ;z‘all.vlézcﬂcsh)e”' e Martins
Satanoperca jurupatri Rex1-Rex3-Rex6 [ Valente et al. (2011)
Cichlidae Heros efasciatus Rex1-Rex3-Rex6 P Valente et al. (2011)
Chaetobranchus flavescens Rex1-Rex3-Rex6 P Valente et al. (2011)
Astronotus ocellatus Rex1-Rex3-Rex6 P Mazuchelli e Martins (2009)
Astatotilapia latifasciata Rex1 - Rex3 P-D Fantinatti et al. (2012)
Cichla kelberi Rex1-Rex3-Rex6 P Teixeira et al. (2009)
Symphysodon aequifasciatus Rex3 P Gross et al. 2010
Symphysodon discus Rex3 P-S-D Gross et al. 2010, Schneider et al. (2013)
Symphysodon haraldi Rex3 P Gross et al. 2010
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Cont. Tabela 1: Padroes de distribuigdo cromossémica dos elementos Rex1, Rex3 e Rex6 em peixes: clusters dispersos (D), sinais pericentroméricos (P), sinais subterminais (S).

Ordem Familia Espécie Elemento . Locallzalga_o Referéncias
retrotransponivel cromossomica
Cichla monoculus Rex1-Rex3-Rex6 S-D Schneider et al. (2013)
Perciformes Chiclidae Geophagos proximus Rex1-Rex3-Rex6 S-D Schneider et al. (2013)
Pterophyllum scalare Rex1-Rex3-Rex6 S-D Schneider et al. (2013)

Dissostichus mawsoni Rex1 - Rex3 Ozouf-Costaz et al. (2004)
Notothenia coriiceps Rex1 - Rex3 Ozouf-Costaz et al. (2004)
Patagonotothen tessellata Rex1 - Rex3 Ozouf-Costaz et al. (2004)
Perciformes Nototheniidae Trematomus bernacchii Rex1 - Rex3 Ozouf-Costaz et al. (2004)
Trematomus hansoni Rex1 - Rex3 Ozouf-Costaz et al. (2004)
Trematomus newnesi Rex1 - Rex3 Ozouf-Costaz et al. (2004)
Trematomus pennellii Rex1 - Rex3 Ozouf-Costaz et al. (2004)
Hisonotus leucofrenatus Rex1 - Rex3 Ferreira et al. (2011)
Paratocinclus maculicauda Rex1 - Rex3 Ferreira et al. (2011)
Parotocinclus tietensis Rex1 - Rex3 Ferreira et al. (2011)

Harttia kronei

Rex1-Rex3-Rex6

Blanco (2012)

» |O|0|0|0|0|0|0|0|0|0|0|0|0|0|0|0|0|0|0|0

Harttia longipinna Rex1-Rex3-Rex6 Blanco (2012)
Harttia gracilis Rex1-Rex3-Rex6 Blanco (2012)
Loricariidae Harttia punctata Rex1-Rex3-Rex6 Blanco (2012)
Siluriformes Harttia loricariformis Rex1-Rex3-Rex6 Blanco (2012)
Harttia torrenticula Rex1-Rex3-Rex6 Blanco (2012)
Harttia carvalhoi Rex1-Rex3-Rex6 Blanco (2012)
Hypostomus ancistroides Rex1 Pansonato-Alves (2013)
Hypostomus nigromaculatus Rex1 Pansonato-Alves (2013)
Hypostomus strigaticeps Rex1 Pansonato-Alves (2013)
Pimelodidae Steindachneridion Rex3 Matoso et al. (2011)
Silva et al. (2002)
Tetraodontiformes Tetraodontidae Tetraodon nigroviridis Rex1 - Rex3 S-P Bouneau et al. (2003)

Fischer et al. (2004)

* sinal intersticial no cromossomo W.
** no segundo par de cromossomos o elemento Rex1 é disperso no brago q.
* no primeiro par de cromossomos o elemento Rex1 é disperso no brago q.

# terceiro e 23° par possuem sinais terminais e intersticiais.
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1.4 Familia Anostomidae como modelo de estudo de elementos repetitivos

Os anostomideos sdo caracterizados por possuirem o corpo normalmente
alongado, nadadeira anal curta (com menos de 10 raios ramificados, com excecdo de
Abramites), membranas branquiais unidas ao istmo, narina anterior formando um tubo,
uma unica série de dentes, com trés ou quatro dentes, em cada pré-maxilar ou dentario e
auséncia de dentes no maxilar e no palato (GERY, 1977). A familia é composta por
cerca de 150 espécies alocadas em 12 géneros, e se apresenta distribuida na América do
Sul e Central, sendo que no Brasil, existem representantes em todas as bacias

hidrograficas (GERY, 1977; GARAVELLO e BRITSKI, 2003).

A estrutura cariotipica da familia ¢ bastante conservada, com um total de 41
espécies estudadas citogenéticamente até momento, o numero dipléide de 54
cromossomos dos tipos meta e submetacéntricos € um sistema de NOR simples se
mantém constante para todas as espécies. O género Leporinus possui cerca de 90
espécies descritas e ¢ um dos mais estudados do ponto de vista citogenético, com 25
espécies ja cariotipadas. As espécies do género também apresentam um sistema peculiar
de heterogametia feminina que ¢ restrito a sete espécies (GALETTI et al., 1995). Tal
sistema ¢ caracterizado pela presenca de cromossomos sexuais do tipo ZZ/ZW nas
espécies L. elongatus (VALENCIENNES, 1847), L. macrocephalus (GARAVELLO e
BRITISKI, 1988), L. obtusidens (VALENCIENNES, 1849), L. reinhardti (LUTKEN,
1875), L. silvestrii (BOULENGER, 1902), L. conirostris (STEINDACHNER, 1875) e
L. trifasciatus (STEINDACHNER, 1876), nas quais o cromossomo W ¢é quase que
totalmente heterocromatico (GALETTI e FORESTI, 1986; PARISE-MALTEMPI et al.,
2007). Tais caracteristicas tornam tanto o género Leporinus quanto a familia

Anostomidae interessantes modelos para estudos de elementos repetitivos.
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Nakayama et al. (1994), por exemplo, isolaram dois elementos repetitivos da
espécie L. elongatus e um destes elementos foi utilizado como sonda que hibridou
especificamente o cromossomo W de fémeas desta espécie. No entanto, trés individuos
ZW nao tiveram seus cromossomos W marcados pela sonda, sugerindo que estes
cromossomos sexuais atipicos teriam perdido essas regides satélites através de eventos
de recombinag¢do entre os cromossomos Z € W. Koehler et al. (1997) isolaram um DNA
satélite de 483pb de individuos de L. obtusidens que foi hibridado em cromossomos de
outros individuos da mesma espécie, bem como em cromossomos de individuos de L.
elongatus. Com esses resultados, foi detectado um polimorfismo, além das marcagdes
obtidas revelarem a presenga deste DNA satélite na regido pericentromérica de um
unico par de cromossomos em ambas as espécies, tornando-o um possivel marcador

para o género.

Com o uso de técnicas de digestdo enzimatica, Parise-Maltempi et al. (2007)
isolaram do genoma de L. elongatus um elemento repetitivo de aproximadamente 650pb
denominado LeSpel. Utilizando a técnica de hibrida¢do in situ com sondas destas
sequéncias em individuos da mesma espécie, neste mesmo trabalho foi observado que
esta sequéncia estava presente nos Cromossomos sexuais € autossomos, o que levou os
autores a proporem um possivel sistema sexual multiplo do tipo
Z17Z17272/Z1W1Z2W2, sugerindo que a espécie ainda estd em processo evolutivo de
diferenciagdo dos cromossomos sexuais. Estas mesmas sequéncias foram futeis na
discriminagdo de hibridos especificos de L. macrocephalus e L. elongatus em sistemas
de piscicultura (HASHIMOTO et al., 2009) e foram também identificadas nas espécies

L. macrocephalus e L. obtusidens outras espécies do género por Marreta et al. (2012).
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Outros estudos envolvendo sequéncias repetitivas e sondas produzidas a partir
do cromossomo W microdissectado, foram conduzidos em espécies da familia para fins
de mapeamento cromossomico e estudos sobre a evolugdo do sistema cromossdmico
sexual, investigacdo a relagdo deste tipo de sequéncia com a NOR e ainda a
caracterizacdo de um possivel elemento transponivel no genoma de espécies da familia

(PARISE-MALTEMPI et al., 2013; SILVA et al. 2012, 2013).

O alto conteudo heterocromatico que esta presente tanto nos autossomos quanto
nos cromossomos sexuais de espécies de Leporinus (GALETTI et al., 1991; GALETTI
et al.,, 1995) evidencia a presengca de um grande numero de sequéncias repetitivas no
genoma desses peixes, 0 que caracteriza esse grupo um interessante modelo também
para o estudo de elementos transponiveis. Desta forma, o presente trabalho visou a
identificacdo e o mapeamento cromossomico dos elementos retrotransponiveis Rexl1,
Rex3 e Rex6 em cromossomos de espécies do género Leporinus, a fim de aumentar o
conhecimento a respeito da organizacdo do genoma do género, observar se estes
elementos estdo relacionados a regides heterocromaticas e se a sua distribuigdo é
compativel com a hipotese de uma macroestrutura estdvel mantida no caridtipo do

género.
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2.0 OBJETIVO

O trabalho teve como objetivo identificar os elementos retrotransponiveis Rex1,

Rex3 e Rex6, no genoma de espécies do género Leporinus e mapear estes elementos nos

cromossomos destas espécies.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Isolar segmentos de DNA correspondentes aos elementos retrotransponiveis Rex1,

Rex3 e Rex6, no genoma de espécies do género Leporinus;

- Observar os graus de similaridade dos segmentos isolados;

- Realizar o mapeamento cromossomico destes elementos.
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3.0 MATERIAL E METODOS

3.1 Material

Foram analisadas diferentes espécies do género Leporinus, dentre elas: L.
elongatus (VALENCIENNES, 1849) adquirido no Centro Nacional de Pesquisa e
Conservagdo de Peixes Continentais (CEPTA) em Pirassununga, SP, L. obtusidens
(VALENCIENNES, 1847) adquirido em uma piscicultura em Leme, L. macrocephalus
(GARAVELLO e BRITISKI, 1988), L. striatus (KNER, 1858), L. lacustris (AMARAL
CAMPOS, 1945) e L. friderici (BLOCH, 1794) coletados em diferentes pontos da bacia
do Paraguai, Mato Grosso (Figura 1). Os individuos foram coletados de acordo com a
licencga geral emitida pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente (IBAMA), numero de

licenga 19833-1.

B1° -507

-18°

Rio Aricé Mirin- S3o Vicenre [JJ Rio Paraguai - Ciceres
RioC\:iabé-SEDGDncalo- RjnPang\mi-Bmdanges.
RioMznso [l Diamantin
Céego Bandeira

Figura 1: Mapa da rede hidrografica do rio Paraguai indicando os pontos de coleta das espécies

estudadas.
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3.2 Métodos

3.2.1 Preparacao de cromossomos mitoticos

As preparacdes cromossomicas foram realizadas a partir da por¢ao anterior do
rim dos animais seguindo a metodologia descrita por Foresti et al. (1981). O
procedimento consistiu em injetar intra-abdominalmente, entre as nadadeiras peitorais e
ventrais, solucdo aquosa de colchicina (0, 025%) na propor¢do de 1 mL/ 100 g de peso
do animal e deixar os peixes em aquario bem aerado por 50 minutos. Apos este periodo,
os animais foram sacrificados para a retirada do rim que foi dissociado em solucao de
KCl1 (0,075M) com o auxilio de pingas de dissec¢ao e pipeta Pasteur, até a obtengdo de
uma solucdo homogénea. A solucdo foi entdo transferida para um tubo de centrifuga e
deixada por 21 minutos em uma estufa a 37°C. Apds este tempo, o material foi pré-
fixado com 7 gotas de fixador gelado (metanol/acido acético na propor¢do 3:1,
respectivamente) por cinco minutos a temperatura ambiente e, seqiiencialmente, foram
adicionados 6 mL de fixador, com agitacdo da mistura e o tubo levado a centrifuga na

velocidade de 900 rpm por 10 minutos.

Em seguida, o sobrenadante foi retirado e o precipitado ressuspendido em 7 mL
de fixador, sendo a mistura centrifugada por 10 minutos a 900 -1000 rpm. Este passo foi
repetido por duas vezes para que houvesse uma completa fixacao e lavagem das células

em suspensao. O material foi entdo armazenado em freezer a -20°C.

Para a analise cromossomica, algumas gotas da preparacao foram pingadas sobre

laminas de microscopia. Apos a secagem total das laminas, estas foram coradas com
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solucao de Giemsa 5% por 10 minutos, as quais foram lavadas e secas ao ar para analise

do material.

3.2.2 Extracdo de DNA genémico

O DNA total foi obtido utilizando-se amostras de musculo e/ou figado e
empregando a técnica de fenol-cloroférmio-alcool isoamilico (SAMBROOK e
RUSSELL, 2001). Para isso, as amostras de tecidos foram colocadas em tubos
eppendorf juntamente com a solugdo de lise (composta por 300 uL. de TNE 1X; 30 pL
de Tris-HCI 1M pH = 8,0; 20 uL de SDS 10% e 25 puL de Proteinase K/ 20mg/mL)
recém preparada. Os tubos foram submetidos a brusca agitagdo (vortex) por 15

segundos cada.

Apos estes procedimentos, os tubos foram mantidos em estufa a 37°C overnight,
em seguida receberam 8 uL de solu¢ao aquosa de RNase na concentracao de 10 mg/mL
e permaneceram em estufa na mesma temperatura por mais 1 hora, sendo agitados a
cada 30 minutos. Transcorrido esse tempo, foram adicionados aos tubos com os tecidos
completamente digeridos, 400 pL de uma mistura de fenol-cloroférmio-alcool

isoamilico (25: 24: 1), utilizando-se a capela.

Mais uma vez o material foi submetido a uma brusca agita¢do por 30 segundos
e, em seguida, centrifugado a 14.000 rpm por 10 minutos. Os tubos foram retirados da
centrifuga com cuidado para nao misturar as fases e o sobrenadante (fase alcodlica
contendo DNA) foi transferido para um novo tubo devidamente identificado. Entao, 60
pL de acetato de sédio 3M (pH= 5,3) foram adicionados e o tubo foi invertido

lentamente para a completa mistura do sal com a solugao.
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Posteriormente, mais 600 pL de etanol absoluto gelado foram acrescentados aos
tubos, os quais foram invertidos como no passo anterior. Os tubos foram mantidos no
freezer por 30 minutos e centrifugados a 14.000 rpm por 30 minutos para a completa
retirada da mistura etanol e acetato de sddio. Em seguida o sobrenadante foi descartado,

certificando-se que o precipitado de DNA continuou aderido a parede do tubo.

Os tubos receberam 150 pL de solug¢do de etanol 70% a temperatura ambiente e
foram novamente levados a centrifuga para agitacdo a 14.000 rpm por 30 minutos. O
sobrenadante foi descartado cuidadosamente, como na etapa anterior, para que o
precipitado de DNA continuasse aderido a parede do tubo. Esse passo foi repetido mais

uma vez para garantir a retirada de todo o sal adicionado ao DNA.

A partir dai, os tubos foram colocados abertos sobre folhas de papel absorventes
em estufa a 37°C por 30 minutos para secagem do DNA. Apds esse periodo, o DNA foi
ressuspendido com 100 pL de agua ultrapura autoclavada, por meio de agitagdo
delicada do tubo para desprendimento total do DNA aderido a parede do tudo. O
material foi levado para a estufa a 37°C por 30 minutos e, posteriormente, transferido
para a geladeira (4°C) overnight. O armazenamento do mesmo foi feito em freezer (-

20°C) para conservacao por longo prazo.

A integridade do DNA extraido foi aferida baseando-se no padrao eletroforético
gerado apo6s corrida em gel de agarose na concentra¢do de 1%, corado com 2 uL. SYBR
Safe (10.000X) (Invitrogen®), em 1 pL tampao de corrida blue juice (10X) e

visualizado em um transiluminador de luz ultravioleta.
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3.2.3 Amplificacéo do DNA via PCR

Foram realizados diversos testes de amplificacdo das sequéncias de DNA que
correspondem aos elementos retrotransponiveis Rex1, Rex3 e Rex6, até a obtencdo de
resultados favoraveis. A tabela 2 traz as particularidades dos conjuntos de primers, bem

como os protocolos de amplificagao.

Tabela 2. Primers e protocolo adotado nas reagdes para obtengdo de sequéncias de Rex1, Rex3 e Rex6

no genoma de diferentes espécies de Leporinus.

Nome Primer Volume Programas

F - AGCA AGCT AGAG AGTG CTGG -6,25 pL mix PCR*; | 1-95°C —» 5
Rex1

R-ACAG AGCGTGTG TGTT GTCC
-5,25 uL agua; 2-95°C — 40

F-CGG TGA YAA AGG GCAGCCCTG
Rex3 -0,5 pL Primer F; 3-55°C —» 45> 34x
R-TGG CAG ACNGGG GTG GTG GT

-0,5 uL Primer R; 4-72°C - %

F-TAA AGC ATA CAT GGA GCG CCAC
Rex6 . ,
R-GGT CCT CTA CCA GAG GCC TGGG -1,0 uL DNA 5-72°C—5

*Na solugao de MIX PCR Qiagen estdo contidas os reagentes Taq DNA polimerase 5U, tampao da
enzima 10X, MgCl2 1,5mM e dDNTP (dideoxinucleotideo trifosfato) 200uM.

O conjunto de primers utilizado foi o descrito por Volff et al. (1999, 2000),
porém foram desenhadas sequéncias de primers especificos do elemento Rex1 para o
género Leporinus a partir das sequéncias descritas por Volff et al. (1999, 2000)

utilizando a ferramenta OligoPerfect™ Designer (http://tools.invitrogen.com).

Os resultados das reacdes em cadeia da polimerase (PCR) foram visualizados em

gel de agarose a 1,5% corados com SYBR safe (10.000X) (Invitrogen®), em 1 pL
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tampdo de corrida blue juice (10X), visualizados em transiluminador de luz ultravioleta.

Os produtos foram estocados em freezer a -20°C.

3.2.4 Clonagem dos produtos de PCR

Os produtos de PCR foram clonados com o Kit Pgem-T (Promega). A reacdo de
ligacdo foi realizada para cada produto a ser clonado. Para isso foi preparada uma
reacdo que consistiu em colocar em um microtubo 5,0 pL de dgua ultrapura, 1 pL do
tampao de reagdo 10x, 1,0 pL de plasmideo Pgem-T (50ng), 5 uL. do DNA amplificado
e 1,0 uL de T4 DNA ligase. Essa preparacao foi incubada a 4°C por um periodo de 12 a

16 horas.

3.2.5 Preparo dos meios de cultivo

Para o preparo do meio sélido foram diluidos 8 g Peptona, 8 g NaCl e 4 g
Extrato de levedura em 800 mL de agua, o pH da solucdo foi ajustado a 7 ¢ foram
adicionados a mistura 12 g de Agar. A mistura foi entdo autoclavada, e posteriormente
deixada em fluxo laminar para esfriar. Ainda no fluxo laminar foi acrescentado a
mistura o antibiotico Ampicilina (100 mg/mL) em um proporg¢ao de 2 pL de antibiodtico
para cada mL de meio. Por fim foram montadas placas de meio com capacidade de

50mL.

Para o preparo do meio LB liquido foram diluidos 8 g Peptona, 8 g NaCl e 4 g
Extrato de levedura em 800 mL de agua, o pH da solucdo foi ajustado a 7. A mistura foi
entdo autoclavada, e posteriormente o meio pronto foi mantido a 4°C em uma garrafa

lacrada até a utilizagao.
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3.2.6 Transformacéo

Nessa etapa foram pipetados em um microtubo 50 pL de células competentes de
Escherichia coli linhagem Jm109 (Promega) ¢ 10 puL do produto de ligagdo. Essa
mistura foi agitada suavemente. As cé€lulas foram incubadas no gelo por 30 minutos e
submetidas a um choque térmico por exatos 40 segundos no banho-maria a 42°C e

colocadas no gelo por 2 minutos.

A partir deste momento, foram adicionados 950 pL. de meio SOC em cada tubo.
Este foi levado ao shaker a 225 rpm, a 37°C por uma hora. Neste intervalo placas de
cultivo foram preparadas adicionando-se 30 pL de X-Gal e 30 pL de isopropil-B-
galactose (IPTG). As células transformadas foram plaqueadas no meio seletivo e

incubadas a 37°C por 12-16h.

3.2.7 Manuseio dos clones recombinantes

As colonias de bactérias que receberam o inserto (colonias brancas) foram
identificadas e selecionadas para uma nova cultura. Para isso, foram distribuidas
aliquotas de SmL de LB liquido que foi preparado somado a 10 pL de ampicilina (100

mg/mL).

As colonias recombinantes foram retiradas da placa com ponteiras estéreis e
inoculadas no novo meio e incubadas a 37°C overnight sob agitacdo de 220 rpm. Apos
incubagao, foram adicionados 300 pL de glicerol 100% em tubos criogénicos e 500 pL

do meio cultivado. Os tubos foram identificados e conservados em freezer - 80°C.
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3.2.8 Reagdo de PCR dos clones recombinantes

Foram realizadas reagdes de PCR a partir dos clones recombinantes isolados,
com a intencdo de amplificar o vetor contendo o inserto. A tabela 3 traz as

particularidades dos conjuntos de primers, bem como os protocolos de amplificagdo.

Tabela 3. Primers e protocolo adotado nas reagdes para obtengao das sequéncias contendo o inserto.

Nome Primer Volume Programa
-6,25 uL mix PCR*; 1-95°C - 2°
-5,25 pL 4gua; 2- 94°C— 45”
M3 F-GTAAAACGACGGCCAG | 0,5 nL Primer F; 3-50°C— 45” 35x

R- CAG GAA ACA GCT ATG AC -0,5 pL Primer R; 4-72°C— 1° 30”

-1,0 pL  meio liquido | 5- 72°C— 57

contendo os clones.

*Na solugdo de MIX PCR Qiagen estdo contidas os reagentes Taq DNA polimerase 5U, tampao da
enzima 10X, MgCl12 1,5mM e dDNTP (dideoxinucleotideo trifosfato) 200uM.

Os resultados das reagdes em cadeia da polimerase (PCR) foram visualizados em
gel de agarose a 1,5% corados com SYBR safe (10.000X) (Invitrogen®), em 1 uL
tampao de corrida blue juice (10X), visualizados em transiluminador de luz ultravioleta.

Os produtos foram estocados em freezer a -20°C.

3.2.9 Sequenciamento das amostras

Para o sequenciamento, foram utilizadas as amostras que possuiam por volta de
50 ng de DNA/uL. Estas amostras passaram pelo tratamento com a enzima ExoSAP-IT

(GE Healthcare) que consistiu em adicionar em um microtubo 10 pL. de produto de
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PCR, 2 pL da enzima ExoSAP e 2 pL de dgua ultrapura autoclavada. Os tubos foram
entdo levados ao termociclador em um ciclo de 1 hora a 37°C e 15 minutos a 80°C. As
amostras foram mantidas no freezer (-20°C) e o DNA purificado foi enviado para

seqlienciamento na empresa MacroGen Inc. em Seul- Coré¢ia.

3.2.10 Edicao e analise das sequéncias

As sequéncias foram editadas utilizando o programa Pregap4 onde foram
geradas sequéncias consenso. As sequéncias correspondentes a fragmentos do vetor
foram retiradas das sequéncias consenso utilizando a ferramenta online de edigdo

VecScreen (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/VecScreen/).

O alinhamento das sequéncias foi realizado com a ferramenta ClustalW
(HIGGINS e SHARP, 1988) ¢ os valores de scores determinados, foram utilizados para
verificar a diferenga da composi¢do das sequéncias de Leporinus . Os niveis de
similaridade entre as sequéncias isoladas das espécies de Leporinus e sequéncias
disponiveis no GenBank foram determinados pela ferramenta BLAST - Basic Local
Alignment Search Tool (ALTSCHUL et al., 1990), disponivel no National Center for

Biotechnology Information (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast).

3.2.11 Hibridagao in situ fluorescente

A técnica de hibridagdo in situ fluorescente (FISH) foi conduzida utilizando
sondas de produtos de PCR de clones dos trés elementos estudados. As sondas foram
marcadas pela técnica de marcagdo por nick translation, utilizando o composto biotina-
14-dATP (Invitrogen). Para a marcagdo foi preparada uma reacdo contendo: 2 L. de NT
buffer, 2,78 pL de H,O miliq autoclavada, 2 pL de cada ANTP (A, C e G), 0,7 uL de

dTTP, 0,52 pL de Biotina-16-dUTP, 3 uL. de DNA polimerase I (Invitrogen) e 5 uL. de
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produto de PCR, a reag¢do foi mantida a 16°C por 90 min e 65°C por 10min. A sonda foi
entdo precipitada adicionando-se 1 mL de etanol 100% gelado e 2 pL de acetato de
sodio e mantida por 2 h a -80°C, depois o contetido foi centrifugado a 1110 rpm por
30min e o sobrenadante foi descartado. Foi entdo adicionado ao pelet 1 mL de etanol
70%, a centrifugagdo foi repetida, o sobrenadante foi descartado e os tubos deixados
para secar. Os pelets foram dissolvidos em 10 uL de H,O miliq autoclavada e o material

foi mantido a -20°C.

Os experimentos de FISH foram realizados segundo a metodologia de Pinkel et
al. (1986) com algumas modificacdes nos tempos de desnaturacdo e lavagens pds

hibridacdo descritas por Silva et al. 2012.

3.2.12 Tratamento das laminas para FISH

As preparagdes cromossomicas foram colocadas sobre laminas previamente
limpas, as quais foram mantidas em estufa a 37°C por pelo menos 4 horas para total
fixacdo do material. Para dar procedimento as técnicas de hibridagdo in situ fluorescente
as laminas foram tratadas com solugcdo de pepsina ¢ RNAse com o intuito de

proporcionar um meio adequado para a hibridagao.

Para o tratamento com pepsina incubou-se as ldminas por 10 minutos em uma solugao
contendo 99 mL de 4gua destilada, 1 mL de HCl IM e 50 puL de pepsina 10%. Em
seguida, as laminas foram lavadas duas vezes, por 2 minutos cada lavagem, em 2xSSC e
incubadas em 100 pL de RNAse (5 pL de solu¢ao aquosa de RNAse 10 mg/mL mais
995 uL de 2xSSC) a 37°C por 1 hora em camara imida. Apods a incubagdo, outras trés
lavagens, de 5 minutos cada, em 2xSSC foram efetuadas. Um ultimo ciclo de lavagem

foi realizado em Triton (100ml 20xSSC, 250 pL de Triton e 400 ml de H,O) por 5
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minutos em temperatura ambiente, uma Unica vez. As laminas foram desidratadas em

série etilica 70, 90 e 100% por 5 minutos em temperatura ambiente.

3.2.13 Desnaturacao dos cromossomos

As laminas previamente tratadas foram submetidas ao processo de desnaturagao
dos cromossomos que consistiu em um banho em formamida 70% a 70°C (70 mL de
formamida PA em 30mL de 2xSSC). As laminas foram mantidas nessa solugdo por 1
minuto e 45 segundos, variando de acordo com a qualidade das preparagdes
citogenéticas. Em seguida, o material foi desidratado em série etilica (gelada a -20°C)
70, 90 e 100% por cinco minutos cada. Apos esse procedimento o material foi mantido
em temperatura ambiente para secagem. Enquanto as laminas eram submetidas a serie

etilica, as sondas foram desnaturadas.

3.2.14 Preparacdao das sondas e incubacéao das laminas

Para a preparagdo das sondas, 2 pL da sonda marcada e concentrada foram
misturados a 10 pl. do tampao de hibridagdo (formamida 50% em 2xSSC e sulfato
dextrano 10%) por lamina em um tubo e a desnaturacdo foi realizada em termociclador
a 95°C por 10 minutos. Ao final da desnaturacdo, os tubos foram colocados
imediatamente em gelo enquanto as ldminas secavam. A solucdo de hibridagdo de cada
tubo foi colocada sobre a ldmina com os cromossomos desnaturados, coberta com

laminula e mantida overnight a 37°C em camara imida.

3.2.15 Lavagens e deteccao

Apos o tempo de hibridacdo, as ldminas foram submetidas aos processos de
lavagem e deteccdo dos sinais utilizando anticorpos especificos. Para isso as laminulas

foram retiradas com cuidado e o material lavado duas vezes, 5 minutos cada, com
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solucao de estringéncia (50 mL de formamida PA em 50 mL de 2xSSC) a 45°C. Em
seguida as laminas foram lavadas duas vezes com 1xSSC a 45°C por também 5 minutos
cada. Outra lavagem de 5 minutos foi realizada com 4xT (20 mL de 20xSSC, 5 uL de

Triton e 75 mL de dgua) em temperatura ambiente.

Ap6s as lavagens, 30 uL de tampdo de bloqueio (ImL de 2xSSC, 10 pL de
Triton e 0,05 g de leite em p6 desnatado) foram adicionados sobre cada lamina que

foram cobertas com laminula ou filme pléstico por 5 minutos a temperatura ambiente.

Para detec¢do e amplificacdo do sinal das sondas, cada ldmina contendo 6 puL de
Avidina-FITC (1:100) e 24 pL de tampao de bloqueio foi mantida em estufa a 37°C por
30 minutos. As ldminas foram lavadas por 2 minutos com 2xSSC a 45°C sob agitagao
(shaker). Duas outras lavagens de 2 minutos cada com 4xT a 45°C também sob agitagdo

(shaker) foram realizadas.

Apos esses procedimentos, cada lamina foi incubada com 2 pL de Anti-avidina
biotinilada e 38ulL de tampao de bloqueio por 30 minutos a 37°C. O processo de

lavagem nesta etapa foi o mesmo descrito acima.

Mais um ciclo de amplificagdao do sinal com Avidina-FITC foi realizado seguido
pelos mesmos procedimentos de lavagem. Ao final, as 1aminas foram também montadas
com 15 pL de solucdo de DAPI+antifading, cobertas com laminula e guardadas, no

escuro, em geladeira.

Os cromossomos foram observados em um microscopio Olympus BX51
acoplado a um modelo de camera digital Olympus D71 e as imagens foram capturadas

pelo software DP control.
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4.0 RESULTADOS

Os resultados obtidos permitiram a elaboracdo de um artigo cientifico que
encontra-se configurado nas normas da revista em que foi aceito para publicagdo

(Mobile Genetic Elements - ISSN: 2159-256X).
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Abstract

The family Anostomidae is an interesting model for studies of repetitive elements,
mainly because of the presence of high numbers of heterochromatic segments related
to a peculiar system of female heterogamety, which is restricted to a few species of
Leporinus genus. Thus, cytogenetic mapping of the retrotransposable elements Rex1,
Rex3, and Rex6 was performed in six Leporinus species, to elucidate the genomic
organization of this genus. The sequencing of the Rex1 and Rex3 elements detected
different base pair compositions in these elements among species, whereas the Rex6
element was not identified in the genomes of these species. FISH analysis using Rex1
detected different distribution patterns, L. elongatus, L. macrocephalus, and L.
obtusidens had clusters in the terminal regions, whereas the signals were dispersed
throughout all of the chromosomes with some signals in the terminal position in other
species. The Rex3 signals were found mainly in the terminal positions in all the
chromosomes of all species. The W chromosomes of L. elongatus, L. macrocephalus,
and L. obtusidens contained the Rex1 and Rex3 signal in an interstitial position. These
results suggest the emergence of different activity levels for these elements during the
evolution of the species analyzed. Despite the conserved karyotype macrostructure
species Leporinus often discussed, our results show some variation in hybridization
patterns, particularly between the species with specific patterns in their sex

chromosomes and species without this differentiated system.
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Introduction

Large portions of eukaryote genomes comprise repetitive DNA sequences.
These sequences may be related to specific functions and structures, such as
ribosomal DNA synthesis, segregation of centromeric regions, and the protection of
telomeric regions. These sequences may have been produced by changes in the
genome, which affected evolutionary trajectories and led to the production of regulatory
and coding segments.” ? Repetitive sequences can be organized into two classes:
tandem repeats, such as satellites, minisatellites, and microsatellites; and repeats
dispersed throughout the genome as transposable elements.® Transposable elements
can move around the genome in two ways: sequence excision mediated by a
transposase enzyme (transposons) or via intermediate RNA produced by reverse

transcriptase (retrotransposons).*

Transposable elements have important roles in genomic diversity and
evolution,” and these elements may affect the evolutionary trajectory of the host
organism in different ways, such as causing changes in gene functions via insertions
and inducing chromosome rearrangements.® From a cytogenetic perspective, these
elements may accumulate in specific sites in chromosomes, such as terminal,
pericentromeric, and other heterochromatic regions where the recombination rate is
reduced,” or in small euchromatic segments, such as those found in Drosophila
melanogaster chromosomes.® Thus, these elements may be associated with
mechanisms that lead to speciation events,* which confirms that these elements have

very important roles in the genomic and biological diversity of vertebrates.

The retrotransposable elements in the Rex family have been studied widely in

4 15-17

some fish groups, including Cichlidae,®™ Tetraodontidae, Nototheniidae,
Artedidraconidae, Bathydraconidae, Bovichtidae,’® and Loricariidae.”® The Rex family

elements have a high diversity of chromosome locations in previously studied fish
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species, and it has been hypothesized that they may have roles in genome
differentiation and evolution.®>'”" ?° However, the characteristics and dynamics of these
fish retroelements, which occur mainly in the order Characiformes (a large fish order),

still need to be elucidated.

The family Anostomidae is considered to be an interesting model for studies of
repetitive elements. Cytogenetic studies of several species in this family have detected
a conserved karyotypic structure in the 41 species that have already been karyotyped.
The diploid number of 54 comprises metacentric and submetacentric chromosomes,
and the karyotypes of most species carry a single NOR bearing pair.2’* The genus
Leporinus has been well studied and 25 of the 87 species in this genus have been
karyotyped. The presence of a peculiar sex chromosome system with female
heterogamety is restricted to a few species in this genus, ie., L. elongatus, L.
macrocephalus, L. obtusidens, L. reinhardtii, L. silvetrii, L. conirostris, and L.
trifasciatus.?® Recent studies of Leporinus have isolated, characterized, and correlated
repetitive elements in these species to study the evolution of sex chromosomes, as
well as to discriminate hybrid species.?®*? Other studies have shown that repetitive
sequences such as 5S rDNA may have different distributions among Leporinus species

with or without heteromorphic sex chromosomes.*

The high heterochromatic content in the chromosomes of Leporinus species,
especially the sex chromosomes, demonstrates the presence of high numbers of
repetitive sequences in the genomes of these species.®>% 3* In the present study,
cytogenetic mapping of the retrotransposable elements Rexl, Rex3, and Rex6 was
performed in the chromosomes of Leporinus species to elucidate the activity and
dispersion levels of these elements in genome of this genus. This analysis determined

whether these elements are related to the heterochromatic regions of autosomes and
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sex chromosomes and whether their distributions are compatible with the hypothetical

maintenance of a stable macrostructure in the karyotype of this genus.

Results

Isolation of Rex1, Rex3, and Rex6 elements, and sequence analysis

The amplification and sequencing of Rexl and Rex3 elements detected
sequences with different base pair numbers among Leporinus species. The sequence
alignment detected a high similarity among the sequences that corresponded to the
Rex1 element, where the scores ranged from 97.93% to 100.0%. However, the Rex3
sequences were more variable among species, with scores ranging from 48.12% to
100.0%. The similarity levels of Rex1 with others sequences in Gen Bank were 79-83%
and Rex3 were 83-88%. The amplified segments corresponded to the coding domains
of the reverse transcriptase gene, as expected for sequences corresponding to
retrotransposons. The base pair numbers and similarity levels for each species are

shown in table 1.

Sequencing of the amplified fragments generated using the Rex6 primer set in
different PCR conditions, showed that these fragments did not correspond to the Rex6
element. The sequences contained 1019 base pairs and their maximum shared identity
was with fragments of a chromosome 13 clone from Mus musculus (accession number:

AC034285.6).

Chromosome mapping of the Rex1 element

Fluorescent in situ hybridization analysis (FISH) using the PCR fragments of the
Rex1 element as a probe detected different mapping patterns in the study species. L.
elongatus (fig. 1a), L. macrocephalus (fig. 1b), and L. obtusidens (fig. 1c) had isolated

clusters in the terminal regions of most chromosomes, although the W chromosome
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contained signals in the interstitial region of the long arm. L. elongatus had an
interstitial cluster in the W1 chromosome (fig. 1a). In L. friderici (fig. 1d), L. lacustris (fig.
1e), and L. striatus (fig. 1f), the majority of the clusters were dispersed throughout all of
the chromosomes and some of the signals were in terminal positions in male and

female specimens.
Chromosome mapping of the Rex3 element

The results obtained using the PCR fragments of Rex3 as a probe detected the
same mapping pattern in all species (fig. 2). The clusters were isolated in the terminal
regions of all chromosomes and some clusters were dispersed in the short and long
arms of male and female specimens. In L. elongatus, L. macrocephalus, and L.
obtusidens, the W chromosome had signals in terminal positions and the interstitial

regions of the long arms.
Discussion

The analysis of Rexl and Rex3 generated sequences of 456-500 base pairs
and 411-429 base pairs, respectively, which were similar to these sequences in other
fish groups from the Antarctic,”® and cichlid fishes.” This was confirmed by the
BLASTn analysis where the Rexl and Rex3 sequences shared high similarity with
those of other fish groups, which demonstrates that these elements are fairly well
conserved in different families. Previous researchers have suggested that the Rex6
element may have been lost or diverged greatly, depending on the rate of host
evolution. The loss of Rex6 elements has been reported in Antarctic fishes,'® and may
have occurred in Leporinus species because none were identified in the species
analyzed in the present study.

The chromosomal mapping of retrotransposable elements in fish has

demonstrated their remarkable diversity..? In the present study, the Leporinus species
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had different hybridization signals with dispersed clusters and signals in the terminal
regions. These patterns were similar to those observed in the Bryconinae,®
Erythrinidae,*® Sternopygidae,®” Artedidraconidae,’ Bathydraconidae,'® Bovichtidae,®
Channichthyidae, ' Nototheniidae,® Loricariidae,® Pimelodidae,*® and
Tetraodontidae.!” Species in the family Cichlidae are exceptional because the Rex

elements are frequently distributed in the pericentromeric regions.®'*

In particular, Rex1 had different chromosome locations in Leporinus species.
Leporinus elongatus, L. macrocephalus, and L. obtusidens had isolated signals in
terminal positions in all chromosomes. In other species, there was hybridization with
clusters in the short and long arms of all chromosomes. It is known that the distribution
patterns of transposable elements are nonrandom and are related to the specific
characteristics of different sites in the genome.® Specific distribution patterns have also
been observed in Drosophila, where some euchromatic regions have been replaced by
retrotransposable elements.®® Furthermore, a correlation between chromosome
rearrangement and retrotransposon activity was reported by Ozouf-Costaz et al.”® in
notothenioid species. Thus, the differences in the Rex1 hybridization sites in Leporinus

species may be related to small rearrangements in specific regions of their genomes.

The distributions of Rex3 elements were similar to those of Rexl in L.
elongatus, L. macrocephalus, and L. obtusidens. These similar patterns suggest the
compartmentalization of sequences in the terminal positions of the chromosomes in
these species. Thus, is it likely that similar evolutionary mechanisms account for the
distribution of these elements in Leporinus species and those in other fish families,

191" and Nototheniidae.'® In L. friderici, L. lacustris, L. obtusidens,

such as Cichlidae,
and L. striatus, the Rex3 elements were present as isolated signals in terminal

positions in the short and long arms of chromosomes.
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Many studies of Anostomidae species have highlighted the correlations
between heterochromatic regions in chromosomes and repetitive sequences.? 332
Many repetitive sequences have been isolated from heterochromatic segments, mainly
in Leporinus species, such as those present in the W chromosome, pericentromeric
positions, and NOR regions. ?* In the present study, retrotransposable elements in
the Rex family were also abundant in other heterochromatic regions in Leporinus
chromosomes, such as terminal positions and some interstitial segments. This
distribution reflects the pattern expected for transposable elements distribution
described by Kidwell,” related to a low rate of recombination. L. friderici and L. striatus
possessed a few signals in the euchromatic regions of chromosomes. Other studies
have suggested that transposable elements can accumulate in euchromatic segments,

such as those found in Drosophila melanogaster where 3.8% of the euchromatic

genome comprises transposable elements.*°

The presence of specific signals for retrotransposable elements in sex
chromosomes has been poorly reported in fish. Ozouf-Costaz et al.”® identified Rex3
element hybridization signals in an interstitial position in the short arm of the Y-
chromosome of Chionodraco hamatus (Channichthyidae). The interstitial markers in
this chromosome may indicate the activity of fusion rearrangement mechanisms during
the differentiation of this family.*' The interesting localizations of Rexl and Rex3
elements in the W chromosomes of Leporinus elongatus, L. macrocephalus, and L.
obtusidens may be related to the suppression of recombination during the sex
chromosome differentiation process, due mainly to an increase in heterochromatic
segments. Suppression is a critical component of this process and there is a natural

bias toward the accumulation of repetitive elements.>

An increase in heterochromatic segments because of the differentiation of W

chromosomes in Leporinus was proposed by Galetti and Foresti.** These researchers
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suggested that the heterochromatin concentration had a specific role in the
differentiation of sex chromosomes, thereby indicating a common origin of the
chromosomal sex system found in different species of Leporinus. Recent studies have
supported a hypothesis based on repetitive sequences related to the W

chromosome,?® 30-32

where these sequences are related strictly to species with W
chromosomes. Another study demonstrated synteny among the W chromosomes of
Leporinus species, which supports the hypothesis of a common origin for this
chromosome.® In the present study, the similar distribution patterns of the Rex1 and
Rex3 elements in the sex chromosomes of three Leporinus species, i.e., L. elongatus,

L. macrocephalus, and L. obtusidens, also supports the hypothesis of a common origin

of the W chromosome in Leporinus species.

The karyotypic macrostructures of Leporinus species have been studied many
times and a fairly high level of conservation has been reported,??"3*4* however our
results show variations in the hybridization signal patterns, particularly between species
with sex chromosomes and species without this differentiated system. The
retroelements analyzed in the present study reflected the same patterns observed in

28, 30

other repetitive elements, reinforced that heterochromatic regions of the sex

chromosomes had distinct differences among autosomes of the Leporinus species.
Material and Methods

Material

Fish material, chromosome preparation, and DNA extraction

Six Leporinus species were analyzed in this study: L. elongatus (Valenciennes,
1849) from Centro Nacional de Pesquisa e Conservacao de Peixes Continentais
(CEPTA), Pirassununga, Sao Paulo state; L. obtusidens (Valenciennes, 1847) from

Leme fish farm, Sao Paulo state; and L. macrocephalus (Garavello and Britiski, 1988),
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L. striatus (Kner, 1858), L. lacustris (Amaral Campos, 1945), and L. friderici (Bloch,
1794) were collected from the Paraguay River basin, Mato Grosso State-Brazil. In total,
12 specimens were analyzed (one male and one female of each species). The
chromosomal preparations were obtained using kidney cells, as described by Foresti et
al.*® Genomic DNA was extracted from the liver using the phenol-chloroform-isoamyl
alcohol technique.*® The specimens were collected in accordance with collection
license issued by Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovaveis (19833-1), and the material was processed according to Colégio Brasileiro

de Experimentagédo Animal (016/04 — CEEA).

Methods

Isolation of Rex1, Rex3, and Rex6 elements

PCR of the Rex1, Rex3, and Rex6 elements used a reaction mixture with a
volume of 13.5 yL, which contained 6.25 pL of PCR Mix (Qiagen), 5.25 pL of Milli-Q
water, 0.5 yL primer F (10 uM), 0.5 pL of primer R (10 uM), and 1.0 uL of template
DNA (200 ng). PCR was performed in a thermocycler (Eppendorf Mastercycler) with
the following cycling conditions: initial denaturation at 95°C for 5 min, followed by 34
cycles at 95°C for 40 s, annealing at 55°C for 40 s, and chain elongation at 72°C for 5

min, with a final extension at 72°C for 5 min.

Specific primers were designed based on the partial sequences of Rex1 in L.
elongatus, which were obtained using the primer set Rex1F - 5" TTC TCC AGT GCC
TTC AAC ACC and Rex1R - 5 TCC CTC AGC AGA AAG AGT CTG CTC.*"*® This set
was used in the PCR reaction and was subsequently sequenced by MacroGen, Korea.
The sequence was used to design a specific primer for Leporinus with the tool
OligoPerfect™ Designer (http://tools.invitrogen.com), which produced the following

sequences: Rex1EL - F 5 AGCA AGCT AGAG AGTG CTGG and RexlEL - R 5
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ACAG AGCG TGTG TGTT GTCC. Rex3 and Rex6 amplification used the following
primer sets: Rex3F - 5 CGG TGA YAA AGG GCA GCC CTG and Rex3R - 5’ TGG
CAG ACN GGG GTG GTG GT, and Rex6F - 5 TAA AGC ATA CAT GGA GCG CCAC

and Rex6R - 5’ GGT CCT CTA CCA GAG GCC TGGG.*"*®

Cloning, sequencing, and sequence analysis

The amplified DNA was cloned with a Pgem-T kit (Promega) and used to
transform competent Escherichia coli (Jm109, Promega) cells. Clones containing the
digested DNA fragments were stored before nucleotide sequencing and used as
probes in the chromosomal FISH experiments. The DNA fragments were purified using
ExoSAP-IT enzyme and sequenced (MacroGen In, Korea). The sequences were edited
using the Pregep4 program, aligned with CLUSTALW,* in DAMBES5,* and analyzed
with the BLASTn tool,”’ via the National Center for Biotechnology Information (NCBI)
website (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) to determine the similarites among

sequences.

FISH and chromosome analysis

.52 with several

The FISH analyses were based on the method of Pinkel et a
modifications proposed by Silva et al.*' where the retrotransposable elements Rexl
and Rex3 were used as the probes. The probes were labeled via nick translation with

biotin-14-dATP (Invitrogen) to facilitate chromosomal mapping.

The hybridization signals were detected using appropriate antibody sets based
on anti-avidin, which was followed by the application of avidin-FITC to enhance the
signals of the biotin-labeled probes. The chromosomes were counterstained with DAPI,
mounted with antifade solution, and observed using an Olympus BX51 microscope
coupled to an Olympus digital camera (model D71). The chromosome images were

captured using the DP Controller program.
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Table 1. Base pare number and similarity levels of Rex1 and Rex3 in Leporinus

species

Specie

Retrotransposable
element

Base pair

Similarity level

L. elongatus

Rex1

Rex3

498

411

79% -
Pterophyllum
scalare
(JX576338.1)

88% - Dissostichus
mawsoni
(AY331110.1)

L. friderici

Rex1

Rex3

482

429

82%- Pterophyllum
scalare
(JX576338.1)

83% - Cichla
monoculus
(KF131684.1)

L. lacustris

Rex1

Rex3

483

426

82%- Pterophyllum
scalare
(JX576338.1)

88% - Dissostichus
mawsoni
(AY331110.1)

L. obtusidens

Rex1

Rex3

477

426

82%- Pterophyllum
scalare
(JX576338.1)

88% - Notothenia
coriiceps
(AY331103.1)

L. macrocephalus

Rex1

Rex3

500

429

80%- Pterophyllum
scalare
(JX576338.1)

88% - Dissostichus
mawsoni
(AY331110.1)

L. striatus

Rex1

Rex3

456

426

83%- Pterophyllum
scalare
(JX576338.1)

88% - Dissostichus
mawsoni
(AY331110.1)
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Figure 1: Chromosome mapping of Rex1 element in metaphases of female specimens
of Leporinus elongatus (a), L. macrocephalus (b), L. obtusidens (c), L. friderici (d), L.
lacustris (e) and L. striatus (f). The arrows indicate the W chromosome, red arrow

indicate W1 chromosome. Bar = 10um.

Figure 2: Chromosome mapping of Rex3 element in metaphases of female specimens
of Leporinus elongatus (a), L. macrocephalus (b), L. obtusidens (c), L. friderici (d), L.

lacustris (e) and L. striatus (f). The arrows indicate the W chromosome. Bar = 10um.
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5.0 CONCLUSOES FINAIS

» O estudo de elementos retrotransponiveis apontou muitas variagdes na composi¢ao

molecular dos cromossomos dos peixes do género Leporinus;

> Estes eclementos se apresentam relacionados com  diferentes regides

heterocromaticas, e em algumas regides eucromaticas;

» Marcacdes especificas foram identificadas no grupo que possui cromossomos

sexuais do tipo W;

» As sequéncias dos elementos da familia Rex apresentaram variagcdes entre as

espécies analisadas.
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